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1 .一 种 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,包含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 中 所 
述 细 胞 的 至 少 60% 包 含 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 , 所 述 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 选 自由 以 下 组 
成 的 组 :至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 销 胺 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 , 其 中 所 述 细胞 培养 物 的 特征 
在 于 肉 样 颜色 。 

2. 根 据 权 利 要求 1 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 细 胞 培养 物 的 颜色 
类 似 于 肌 红 蛋白 的 颜色 。 

3. 根 据 权 利 要 求 1-2 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 类 
动物 来 源 的 细胞 包含 至 少 一 种 在 从 约 300nm 至 约 700nm 的 一 个 波长 或 多 于 一 个 波长 处 具有 
吸光 度 的 化 合 物 。 

4. 根 据 权 利 要 求 1-3 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 至 少 一 
种 天 然 着 色 剂 是 从 至 少 一 种 非 哺乳 动物 生物 体 获得 的 提取 物 。 

5. 根 据 权 利 要 求 1-4 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 至 少 一 
种 天 然 着 色 剂 选 自 由 以 下 组 成 的 组 :类 胡萝卜 素 、 花 青 苷 及 其 组 合 。 

6. 根 据 权 利 要 求 5 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 , 其 中 所 述 类 胡萝卜 素 选 自由 
以 下 组 成 的 组 :番茄 红 素 、 角 黄 素 、B- 胡 萝卜 素 及 其 任何 组 合 。 

7. 根 据 权利 要 求 5-6 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 多 于 一 
个 细胞 提供 从 约 0. lmg/100g 细 胞 至 约 100mg/100gr 细 胞 的 至 少 一 种 类 胡萝卜 素 的 量 。 

8. 根 据 权 利 要求 1-7 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 , 其 中 所 述 多 于 一 
个 细胞 提供 从 约 1mg/100g 细 胞 至 约 500mg/100g 细 胞 的 维生素 B12 量 。 

9. 根 据 权 利 要求 1-8 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 类 
动物 来 源 的 细胞 还 包含 外 源 性 铁 和 /或 其 盐 。 

10. 根 据 权 利 要 求 8 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 铁 呈 选 自由 亚 铁 离 
子 、 三 价 铁 离 子 、 其 盐 和 血红 素 组 成 的 组 的 形式 。 

11 .根据 权利 要 求 10 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 多 于 一 个 细胞 提 
供 从 约 0.01mg/100gr 细 胞 至 约 50mg/100gr 细 胞 的 铁 或 其 盐 的 量 。 

12. 根 据 权利 要 求 1-11 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 , 其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 至 少 一 种 男 外 的 外 源 性 补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 男 外 的 外 源 性 补充 
剂 选 自由 以 下 组 成 的 组 :酵母 提取 物 、 细 菌 提取 物 及 其 任何 组 合 。 

13. 根 据 权利 要 求 1-12 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 至 少 一 种 男 外 的 外 源 性 补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 男 外 的 外 源 性 补充 
剂 选 自由 以 下 组 成 的 组 :叶酸 (维生素 B9) 、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 \、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 
辅酶 Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 。 

14. 根 据 权利 要 求 13 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 维生素 D 选 自由 维 
生 素 D, 和 维生素 D, 组 成 的 组 。 

15. 根 据 权 利 要 求 13 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 脂肪 酸 选 自由 o - 
3 脂肪 酸 、o -6 脂肪 酸 、o -9 脂肪 酸 ; 硬 脂 酸 (18:0) 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 。 

16. 根 据 权 利 要求 1-15 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 外 源 
性 补充 剂 存 在 于 选 自 由 细胞 内 空间 、 膜 内 空间 、 膜 上 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 的 部 位 处 。 

17. 根 据 权 利 要求 1-16 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
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类 动物 来 源 的 细胞 包含 所 述 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 和 维生素 B12 的 组 合 。 

18. 根 据 权利 要 求 1-17 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 , 其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 包含 所 述 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 ,维生素 B12 以 及 铁 和 /或 其 盐 的 组 合 。 

19. 根 据 权利 要 求 1-18 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 , 其 中 所 述 至 少 
一 种 外 源 性 补充 剂 是 食品 级 的 。 

20 .根据 权 利 要 求 1-19 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 是 多 能 干细胞 (PSC) 和 /或 由 其 分 化 的 细胞 。 

21 .根据 权利 要 求 1-19 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 是 从 非 人 类 动物 体 细 胞 重 编程 的 诱导 多 能 干细胞 PSC (i PSC) 和 /或 由 其 
分 化 的 细胞 。 

22 .根据 权利 要 求 1-19 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 是 非 胚胎 干细胞 (ESC) 。 

23. 根 据 权 利 要 求 1-19 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 是 卫星 细胞 。 

24. 根 据 权 利 要求 1-21 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 选 自 由 以 下 组 成 的 组 :肌肉 细胞 及 其 祖 细胞 ;脂肪 细胞 及 其 祖 细胞 ;基质 
细胞 及 其 祖 细胞 ;内 皮 细 胞 及 其 祖 细胞 ;及 其 任何 组 合 。 

25 .根据 权 利 要 求 1-24 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,其 中 所 述 非 人 
类 动物 选 自 由 牛 . 羊 、 猪 家禽. 贝 类 和 鱼 组 成 的 组 。 

26 .培养 肉 ,包含 根据 权利 要 求 1-25 中 任 一 项 所 述 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 。 

27 .根据 权利 要 求 26 所 述 的 培养 肉 , 所 述 培养 肉 还 包含 可 食用 支架 。 

28. 根 据 权 利 要 求 26-27 中 任 一 项 所 述 的 培养 肉 , 所 述 培养 肉 具 有 类 似 于 屠宰 肉 的 感官 
特性 。 

29 .培养 肉 ,包含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 中 所 述 细 胞 的 至 少 60% 包 含 选 自 

日 以 下 组 成 的 组 的 外 源 性 补充 剂 :至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 钴 胺 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 ,其 
中 所 述 培养 肉 的 特征 在 于 屠宰 肉 样 颜色 。 

30. 一 种 用 于 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 富 集 的 细胞 培养 基 ,包含 至 少 一 种 补充 剂 ， 
所 述 至 少 一 种 补充 剂 选 自由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 钴 胺 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 组 成 的 组 ， 
其 中 所 述 补 充 剂 的 量 足 以 赋予 在 所 述 培养 基 中 培养 的 细胞 肉 样 颜色 。 

31 .根据 权利 要 求 30 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 其 中 所 述 富 集 的 培养 基 的 特征 在 于 在 约 
300nm 和 约 700nm 之 间 的 多 于 一 个 波长 处 具有 吸光 度 。 

32. 根 据 权 利 要 求 30-31 中 任 一 项 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 所 述 培 养 基 包 含 由 至 少 一 种 天 
然 着 色 剂 和 钴 胺 素 (维生素 B12) 组 成 的 补充 剂 组 合 物 。 

33. 根 据 权利 要 求 30-32 中 任 一 项 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 所 述 富 集 的 培养 基 还 包含 铁 
和 /或 其 盐 。 

34. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 所 述 富 集 的 培养 基 还 包含 至 少 一 种 另外 的 
补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 另外 的 补充 剂 选 自由 以 下 组 成 的 组 :叶酸 、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 
盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 。 

35 .根据 权 利 要 求 34 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 其 中 所 述 维生素 D 选 自由 维生素 D; 和 维生素 


jami 


3 


CN 113038841 A 权 利 要 求 Ë 3⁄3 页 


D, 组 成 的 组 。 

36 .根据 权 利 要 求 34 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 其 中 所 述 至 少 一 种 脂肪 酸 选 自由 ww -3 脂肪 
酸 、o -6 脂肪 酸 、o -9 脂肪 酸 、 硬 脂 酸 18:0) 及 其 组 合 组 成 的 组 。 

37. 根 据 权 利 要 求 30-36 中 任 一 项 所 述 的 富 集 的 培养 基 , 所 述 富 集 的 培养 基 还 包含 酵母 
提取 物 、 细 菌 提取 物 或 其 组 合 。 

38 .一 种 用 于 生产 培养 肉 的 方法 ,包括 在 根据 权利 要 求 30-37 中 任 一 项 所 述 的 富 集 的 培 
养 基 中 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,以 及 生产 特征 为 肉 样 颜色 的 培养 肉 。 
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高 品质 的 培养 肉 \ 组 合 物 及 用 于 生产 高 品质 的 培养 肉 \ 组 合 物 
的 方法 


发 明 领 域 

[0001] ”本 发 明 涉 及 培养 肉 (cultured meat) (也 被 称 为 清洁 肉 (clean meat) 或 基于 细胞 
的 肉 (cell-based meat) 或 培植 肉 (cultivated meat) ) 的 领域 ,具体 涉及 用 于 生产 具有 至 
少 类 似 于 全 动物 来 源 的 肉 的 感官 特性 (颜色 .味道 和 香味 ) 以 及 提高 的 营养 价值 的 培养 肉 的 
细胞 培养 物 。 本 发 明 还 提供 了 用 于 生产 细胞 培养 物 和 高 品质 的 培养 肉 的 培养 基 。 

[0002] RHES 

[0003] ”许多 消耗 性 资源 被 用 来 维持 牲畜 ,特别 是 用 于 肉 类 生产 的 牛 的 生长 ,消耗 性 资源 
包括 水 、 谷 物 、 土 地 和 能 源 。 世 界 迅速 增长 的 人 口 将 导致 所 述 无 价 资产 的 使 用 进一步 增加 。 
因此 ,以 将 缩小 喂养 整个 人 口 所 需要 的 非 人 类 动物 的 生长 的 方式 生产 肉 类 和 肉 类 产品 是 高 
度 合 意 的 ,取代 牛 和 家 禽 作为 主要 的 肉 类 来 源 在 伦理 上 也 是 有 益 的 ,因为 它 防止 拥挤 的 大 
住 者 以 及 有 时 折磨 牛 和 家 禽 对 象 的 残酷 条 件 , 由 于 这 些 原 因 , 出 于 人 道 主 义 原因 而 戒除 肉 
的 人 也 可 能 食用 培养 肉 产 品 , 培 养 肉 也 是 控制 消费 食物 含量 的 一 种 方式 :如 今 ,许多 养殖 动 
物 被 施用 了 生长 激素 和 抗生素 ,它们 最 终 出 现在 消费 者 的 餐 盘 里 。 此 外 ,通过 控制 蛋白 质 含 
Be. 脂肪 量 和 组 成 ,以 及 必需 的 微量 元 素 和 维生素 ,包括 铁 、 维 生 素 B12 和 符 , 体 外 生产 肉 类 
能 够 提高 肉 类 的 营养 价值 并 使 其 更 健康 。 此 外 ,食用 在 严格 规定 和 受 控 条 件 下 生产 的 肉 类 
不 太 可 能 传播 污染 物 ,并 且 因 此 对 于 食用 是 更 安全 的 ,使 培养 的 细胞 在 视觉 上 、 营 养 上 以 及 
风味 和 香味 上 的 特性 至 少 类 似 于 并 潜在 地 提高 肉 类 产品 的 特性 ,同时 增加 产品 的 安全 性 ， 
是 一 项 具有 挑战 性 的 任务 。 

[0004] “来 自 类 胡 葛 卜 素 家 族 的 补充 剂 以 其 栖 色 /红色 /棕色 颜色 而 闻名 。 类 胡 葛 卜 素 是 由 
植物 、 洛 类 和 光合 细菌 合成 的 超过 600 个 天 然 存 在 的 有 机 色素 成 员 的 家 族 。 类 胡 葛 卜 素 可 以 
由 所 有 这 些 生物 体 从 脂肪 和 其 他 基本 的 有 机 代谢 物 组 分 (organic metabolic building 
block) 中 产生 。 人 类 不 能 产生 类 胡 葛 卜 素 ,但 他 们 能 够 从 其 饮食 中 积累 类 胡 葛 卜 素 。 
[0005] ”类 胡萝卜 素 分 为 两 类 , 叶 黄 素 (其 含有 氧 ) 和 胡 葛 卜 素 (其 是 纯 的 碳 氧化 合 物 ,并 且 
不 含有 和 氧 ) .所 有 类 胡 葛 卜 素 都 是 四 政 类 ,意味 着 它们 由 8 个 异 成 二 烯 分 子 产 生 ,并 且 含有 40 
个 磋 原 子 。 含 有 未 被 取代 的 B- 紫 罗兰 酮 环 的 类 胡 葛 卜 素 (包括 B- 胡 萝卜 素 、a- 胡 萝卜 素 、B- 
REAM y -WF hR) 具有 维生素 A 活性 (意味 着 它们 可 以 转化 为 视 黄 醇 ) 。 

[0006] ” 非 维 生 素 A 原 non-pro-vitamin-A) XIF h R AEKA HF h RŽ NAE 
红 素 和 六 所 番茄 红 素 类 胡 葛 卜 素 ,是 目 视 有 色 的 类 胡 葛 卜 素 例如 番茄 红 素 的 生物 合成 途径 
中 的 前 体 类 胡 葛 卜 素 。 类 胡 葛 卜 素 长 期 被 认为 具有 促进 健康 的 特性 ,通常 归 因 于 其 抗 氧 化 
和 抗 炎 作用 。 鼻 茄 红 素 已 经 在 用 于 塔 养 干细胞 的 组 合 物 中 用 作 抗 氧化 剂 (例如 ,美国 专利 申 
请 公布 第 20160081917 号 和 第 20050260748 号 ) 番茄 红 素 也 用 作 食 品 的 外 源 着 色 剂 。 

[0007] ”维生素 B12 ,也 被 称 为 钴 胺 素 ,包括 多 种 形式 ,包括 氟 基 钼 腕 素 、. 甲 基 钻 胺 素 、 脱 氧 
腺 苷 钴 腕 素 和 叛 基 钻 腕 素 。 钼 赋予 这 种 水 溶性 维生素 独特 的 红色 .。 铅 胺 素 是 由 牛 和 羊 的 瘤 
骨 中 的 厌 氧 微生物 合成 的 ,并 且 人 类 通常 食用 来 自动 物产 品 的 预先 形成 的 钼 胺 素 , 这 是 饮 
食 中 B12 的 主要 来 源 。 钴 胺 素 对 于 正常 神经 系统 功能 、 同 型 半 胱 氮 酸 代谢 和 DNA 合 成 至 关 重 
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要 (Truswell AS.Nutr Diet.2007.64(s4):S120-S125) 。 铬 胺 素 不 足 可 能 导致 血细胞 的 形 
态 学 改变 以 及 血液 学 和 神经 学 有 害 症 状 的 发 展 。 
[0008] ” 铁 是 哺乳 动物 饮食 中 必需 的 微量 营养 素 之 一 。 它 是 红细胞 (erythrocyte) (红细胞 
(red blood cell1)) 中 血红 蛋白 的 组 成 部 分 ,是 在 映 体 各 处 传输 氧 所 必需 的 ,并 且 以 肌 红 和 蛋 
白 的 形式 用 于 肌肉 中 氧 的 储存 和 使 用 (Geissler C 等 人 -2011.Nutrients.3(3) :283-316) 。 
红 肉 中 发 现 的 铁 的 类 型 (血红 素 铁 ) 比 诸如 坚果 、 种 子 和 绿叶 蔬菜 的 植物 性 食物 中 的 铁 (E 
血红 素 铁 ) 更 容易 被 身体 吸收 和 利用 。 

[0009] ” 铁 补 充 剂 是 体内 低 水 平 铁 的 一 种 解决 方案。 补充 剂 中 常用 的 铁 形式 包括 亚 铁 盐 和 
三 价 铁 盐 ,诸如 硫酸 亚 铁 、 简 列 糖 酸 亚 铁 、 柠 檬 酸 铁 和 硫酸 铁 . 由 于 其 较 高 的 溶解 度 , 腾 食补 
充 剂 中 的 亚 铁 比 三 价 铁 更 易 被 生物 利用 (Murray-Kolbe LE,Beard J.In:Coates PM,Betz 
JM,Blackman MR ,等 人 ,编辑 .Encyclopedia of Dietary Supplements .第 2 版 .London and 
New York:Informa Healthcare;2010:432-438) 。 

[0010] ”甘氨酸 亚 铁 是 一 种 铁 氨基 酸 歼 合 物 。 它 是 由 亚 铁 和 两 分 子 的 氨基 酸 甘 氨 酸 通过 共 
价 键 在 称 为 鳌 合 的 过 程 中 反应 形成 的 。 据 称 甘 所 酸 亚 铁 比 常用 的 铁 盐 更 好 地 改善 铁 吸 收 、 
储存 和 提高 血红 蛋白 水 平 。 (Bovell-Benjamin AC 等 人 .2000.Am.J.Clin.Nutr.71:1563- 
1569;Layrisse M. 等 人 .2000.J.Nutr.130(9) :2195-2199&Erratum,12,3106) ,甘氨酸 亚 铁 
己 经 在 发 展 中 国家 的 许多 田间 试验 中 用 于 食物 的 铁 强 化 ,提供 在 2mg/ 天 和 23mg/ 天 之 间 的 
补充 膳食 铁 , 而 没有 任何 不 利 作 用 的 报告 .此 外 , 缺 铁 的 幼儿 、 成 年 男性 、 妊 娠 女性 和 具有 正 
常 铁 状 态 的 非 妊 娠 女性 对 使 用 甘氨酸 亚 铁 的 膳食 铁 补 充 剂 (其 提供 约 15mg 铁 /天 至 120mg 
铁 / 天 ) 是 良好 耐 受 的 。 (The EFSA Journal (2006) 299,1-17) 。 在 强化 或 补充 试验 开始 时 缺 
铁 的 个 体 中 ,用 甘氨酸 亚 铁 治疗 产生 了 血清 血红 蛋白 和 铁 蛋 白水 平 ,以 及 总 铁 结合 能 力 
(TIBC) 和 铁 储存 的 显著 改善 ,而 在 铁 充 足 的 个 体 中 没有 铁 过 载 的 证 据 (Szarfarc S.C. 4% 
人 .2001.Arch.Latinoam.Nutr.51:42-47) 。 

[0011] ”酵母 提取 物 由 酵母 细胞 的 天 然 组 分 构成 : 和 蛋白质、 氨基酸 、 碳 水 化 合 物 、 维 生 素 和 
矿物 质 . 为 了 生产 酵母 提取 物 ,酵母 细胞 的 内 容 物 被 酶 分 解 ,并 且 细 胞 壁 被 去 除 .酵母 提取 
物 是 含有 许多 提供 味道 的 组 分 (其 中 有 谷 氮 酸 及 其 衍生 物 ) 的 一 种 食物 成 分 。 它 提供 了 多 种 
味觉 增强 特性 ,酵母 提取 物 是 一 系列 美味 食品 的 受 欢迎 的 风味 来 源 ,特别 是 当 需 要 肉 的 香 
味 时 (Ames JM 和 Elmore JS.1992.Flavour Fragr J 7:89-103)。 

[0012] ”瘤胃 菌 群 提取 物 是 多 样 的 提取 物 的 组 ,来 源 于 构成 牛 瘤胃 的 菌 群 的 确定 或 未 确定 
的 微生物 。 它 们 由 酶 促 反 应 解 聚 。 在 牛 中 , 瘤 肯 装载 有 负责 将 饲料 消化 成 小 的 营养 素 以 进 一 
步 吸收 到 牛 的 血 流 中 的 许多 种 类 的 细菌 。 细 菌 的 高 周转 率 使 它们 解 聚 的 剩余 物 成 为 消化 的 
饲料 的 一 部 分 ,培养 冀 群 的 瘤 角 的 特定 菌 群 有 助 于 其 肉 类 产品 的 独特 味道 。 

[0013] “对 培养 肉 产 品 的 需求 很 大 ,培养 肉 产 品 可 以 替代 肉 类 消费 ,而 不 会 损害 天 然 肉 类 
的 任何 有 益 特 性 ,并 且 提 供 接近 实际 食用 肉 类 的 食用 体验 。 

[0014] ”发 明 概述 

[0015] ”本 发 明 提 供 了 培养 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 中 所 述 细胞 富 集 有 外 源 性 补充 
剂 ,该 外 源 性 补充 剂 为 包含 所 述 细胞 的 培养 肉 提供 了 “ 肉 样 ”颜色 和 感官 特性 ,并 且 提 高 了 
培养 肉 的 营养 价值 .本 发 明 还 提供 了 用 于 生产 培养 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 培养 基 、 包 
含 该 培养 基 的 培养 肉 以 及 包含 该 培养 肉 的 产品 。 
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[0016] ”本 发 明 部 分 基于 意外 的 发 现 , 即 在 含有 外 源 性 补充 剂 类 胡萝卜 素 (包括 B- 胡 萝卜 
R AALA AHAA) MEER (维生素 B12) 中 的 至 少 一 种 的 培养 基 中 培养 牛 来 源 的 细胞 
导致 补充 剂 在 细胞 中 或 在 细胞 上 的 摄取 、 积 累 和 /或 粘 附 ,从 而 使 细胞 着 色 。 此 外 ,将 包含 至 
少 一 种 类 胡萝卜 素 和 维生素 B12 的 外 源 性 补充 剂 的 特定 组 合 添加 到 牛 来 源 的 细胞 的 培养 基 
中 导致 培 养 肉 产 品 具有 类 似 于 屠宰 肉 的 外 观 , 进 一 步 用 铁 和 /或 其 盐 、 酵 母 提 取 物 和 矿物 质 
(例如 硒 和 和 锌 及 其 盐 ) 中 的 至 少 一 种 补充 培养 基 进 一 步 提 供 了 肉 样 的 风味 和 香味 ,以 及 丰富 
的 营养 价值 。 
[0017] 应当 明确 理解 ,包含 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 培养 肉 的 基础 成 分 不 同 于 来 自 完整 
动物 的 肉 的 成 分 ;本 发 明 的 教导 提供 了 具有 至 少 等 同 于 、 优 选 地 优 于 全 生物 体 来 源 的 肉 的 
营养 品质 的 培养 肉 。 
[0018] ”本 发 明 的 培养 肉 和 包含 培养 肉 的 产品 相 比 于 目前 使 用 的 肉 类 是 有 利 的 ,培养 肉 包 
含 具有 可 控 含 量 的 外 源 性 补充 剂 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 .本 发 明 的 产品 是 通过 在 细胞 的 
培养 期 间 施用 所 需 量 的 补充 剂 , 从 而 有 效 地 控制 补充 剂 在 细胞 中 和 /或 在 细胞 上 的 摄取 来 
实现 的 。 此 外 ,本 发 明 的 教导 相 比 于 先前 已 知 的 模拟 肉 类 的 产品 是 有 利 的 ,提供 了 包含 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 的 培养 肉 ,其 中 大 部 分 细胞 包含 外 源 性 补充 剂 ,使 得 培养 肉 以 及 包含 培 
养 内 的 产品 具有 深 加 到 最 终 包 含 细胞 的 产品 中 的 最 少 的 食品 级 补充 剂 ,并 且 可 以 清 足 清 
洁 标 签 ”要 求 。 
[0019 根据 一 个 方面 ,本 发 明 提 供 了 一 种 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 ,所 述 非 人 类 动 
物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 中 细胞 的 至 少 60% 包 含 至 少 
一 种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 选 自 由 以 下 组 成 的 组 :至 少 一 种 天 然 着 色 
F Ph Z Z= (维生素 B12) 及 其 组 合 ,其 中 细胞 培养 物 的 特征 在 于 肉 样 颜色 ,每 一 种 可 能 性 代 
表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0020] ”应 当 明 确 理 解 ,天 然 着 色 剂 和 维生素 B12 中 的 每 一 种 可 以 有 助 于 细胞 的 肉 样 颜色 。 
[0021] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 和 维 
生 素 B12 的 组 合 。 
[0022] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 颜色 类 似 于 肌 红 和 蛋白 的 颜色 。. 肌 红 和 蛋白 的 颜色 
取决 于 其 氧化 还 原状 态 (AMSA Meat Color Measurement Guidelines ,2012 年 12 月 修订 ) 。 
[0023] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 颜色 是 标 色 。 根 据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 
颜色 是 红色 至 亮 红色 .根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 颜色 是 粉 紫色 。 
[0024] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 颜色 在 棕色 至 红色 的 范围 内 变化 。 根 据 
这 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 细胞 包含 至 少 一 种 在 从 约 300nm 至 约 700nm 的 多 于 一 个 波长 处 
有 具有 吸光 度 的 化 合 物 。 
[0025] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 铁 和 /或 其 盐 。 
[0026] 根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 至 少 一 种 另外 的 外 源 性 补充 
剂 ,所 述 至 少 一 种 另外 的 外 源 性 补充 剂 选 自由 以 下 组 成 的 组 :叶酸 (维生素 B9) 、 锌 和 /或 其 
盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 NQ10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 .每 一 种 可 能 
性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0027] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 至 少 一 种 着 色 剂 、 维 生 素 
B12 以 及 铁 和 /或 其 盐 的 组 合 。 
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[0028] ”根据 某 些 实施 方案 ,维生素 D 选 自由 维生素 D, 和 维生素 D, 组 成 的 组 ,每 一 种 可 能 性 
代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0029] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 1mg/100g 细 胞 至 
约 500mg/100g 细 胞 的 维生素 B12 的 量 的 多 于 一 个 细胞 。 根 据 一 些 实施 方案 ,维生素 B12 是 以 
从 5mg/100g 细 胞 至 约 100mg/100g 细 胞 的 量 。 
[0030] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 ,不 饱和 脂肪 酸 中 的 脂肪 酸 选 自由 以 下 组 成 的 组 : o 3 
[二 十 二 碳 六 烯 酸 DHA) 、 二 十 碳 五 烯 酸 (EPA) a- 亚麻 酸 (ALA) ] ; o 6[ 亚 油 酸 (LA) ; y -亚麻 
Më (GLA) ;十 八 矶 三 烯 酸 ; 花 生 四 烯 酸 ]; o9[ 芥 酸 / 顺 式 -13- 二 十 二 碳 烯 酸 、 油 酸 、 反 油 酸 ] 及 
其 任何 组 合 。 根 据 某 些 实施 方案 ,脂肪 酸 是 饱和 脂肪 酸 。 根 据 某 些 示例 性 实施 方案 ,饱和 脂 
肪 酸 是 硬 脂 酸 (18:0) 。 
[0031] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 至 少 两 种 或 至 少 三 种 不 饱和 脂 
肪 酸 。 
[0032] 根据 某 些 实施 方案 ,天 然 着 色 剂 是 从 至 少 一 种 非 哺 乳 动 物 生 物体 获得 的 提取 物 。 
根据 某 些 实施 方案 , 非 哺乳 动物 生物 体 选 自由 植物 .真菌 和 荡 类 组 成 的 组 。 

[0033] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 ,天 然 着 色 剂 是 类 胡萝卜 素 。 根 据 某 些 实施 方案 ,类 胡 葛 
F 素 选 自由 胡 葛 卜 素 和 叶 黄 素 组 成 的 组 。 根 据 另 外 的 实施 方案 ,天 然 着 色 剂 是 花 青 苷 。 
[0034] ”根据 一 些 实施 方案 ,类 胡 葛 卜 素 选 自 由 a- 胡 葛 卜 素 .8- 胡 萝卜 素 、 番 茄 红 素 、 角 黄 
素 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 .每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0035] ”根据 一 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 0.1mg/100gr 细 
胞 至 约 100mg/100gr 细 胞 的 至 少 一 种 类 胡 葛 卜 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 。 

[0036] ”根据 某 些 实施 方案 ,类 胡 蔓 卜 素 选 自 由 看 茄 红 素 8- 胡 葛 卜 素 、 角 黄 素 、 胭 脂 系 及 
其 任何 组 合 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 根 据 某 些 示例 性 实施 方 
R ,类 胡 葛 卜 素 是 番 茹 红 素 。 根 据 某 些 另外 的 示例 性 实施 方案 ,类 胡 葛 卜 素 是 B- 胡 葛 卜 素 。 
根据 另外 的 某 些 示例 性 实施 方案 ,类 胡 葛 卜 素 是 角 黄 素 。 根 据 另外 的 示例 性 实施 方案 ,类 胡 
萝卜 素 是 胭脂 素 。 根 据 另 外 的 示例 性 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 番茄 红 素 和 角 
黄 素 的 组 合 。 

[0037] ”根据 某 些 实施 方案 ,培养 物 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 和 
维生素 B12 的 组 合 。 根 据 某 些 示例 性 实施 方案 ,培养 物 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 至 少 一 
种 类 胡萝卜 素 和 维生素 B12 的 组 合 。 根 据 某 些 目前 示例 性 的 实施 方案 ,类 胡萝卜 素 选 自由 B- 
胡 葛 卜 素 、 番 熙 红 素 和 角 黄 素 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0038] ”根据 另外 的 示例 性 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 维生素 B12、 角 黄 素 和 番 
茄 红 素 的 组 合 。 
[0039] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 1mg/100g 细 胞 至 
约 100mg/100g 细 胞 的 B- 胡 葛 卜 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 ,根据 一 些 实施 方案 ,B- 胡 葛 卜 素 是 
以 从 10mg/100g 细 胞 至 约 50mg/100g 细 胞 的 量 。 
[0040] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提供 从 约 0.1mg/100g 细 胞 
至 约 50mg/100g 细 胞 的 番茄 红 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 .根据 一 些 实施 方案 ,番茄 红 素 是 以 从 
lmg/100g 细 胞 至 约 20mg/100g 细 胞 的 量 。 
[0041] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 1mg/100g 细 胞 至 
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约 100mg/100g 细 胞 的 角 黄 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 ,根据 一 些 实施 方案 , 角 黄 素 是 以 从 10mg/ 
100g 细 胞 至 约 50mg/100g 细 胞 的 量 。 
[0042] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提供 从 约 0.01mg/100gr 细 
胞 至 约 50mg/100gr 细 胞 的 铁 和 /或 其 盐 的 量 的 多 于 一 个 细胞 。 根 据 某 些 实施 方案 , 铁 是 以 从 
约 0.1mg/100gr 细 胞 至 约 40mg/100gr 细 胞 的 量 。 根 据 某 些 实施 方案 , 铁 的 量 是 从 约 0.5mg/ 
100gr 细 胞 至 约 5mg/100gr 细 胞 。 

[0043] “根据 某 些 实施 方案 , 铁 是 选 自由 亚 铁 离子 .三 价 铁 离子 .其 盐 和 血红 素 组 成 的 组 的 
形式 。 根 据 某 些 示例 性 实施 方案 , 铁 是 甘氨酸 亚 铁 的 形式 .根据 另外 的 示例 性 实施 方案 , 铁 
是 血红 素 的 形式 。 

[0044] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 锌 和 /或 其 盐 。 根 据 某 些 实施 方 
案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提供 从 约 0.1mg/100gr 细 胞 至 约 10mg/100gr 细 胞 的 
锌 量 的 多 于 一 个 细胞 。 根 据 某 些 示 例 性 实施 方案 ,多 于 一 个 细胞 提供 从 约 0.5mg/100g 细 胞 
至 约 5mg/100g 细 胞 的 锌 量 。 
[0045] ”根据 本 发 明 的 教导 ,可 以 使 用 如 本 领域 已 知 的 测量 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 中 外 源 
性 补充 剂 的 量 的 任何 方法 。 根 据 本 发 明 的 某 些 示 例 性 实施 方案 ,外 源 性 补充 剂 是 有 色 的 , 因 
此 其 从 培养 基 中 被 摄取 到 细胞 中 和 /或 细胞 上 和 /或 其 在 细胞 中 或 细胞 上 的 量 可 以 通过 分 
光 光 度 计 在 对 于 每 种 补充 剂 特定 的 波长 处 被 测量 。 
[0046] ”应 当 明 确 理解 ,包含 一 定量 的 本 发 明 的 补充 剂 的 一 个 细胞 或 多 于 一 个 细胞 指 的 是 
在 细胞 内 、 细 胞 膜 内 、 粘 附 到 细胞 膜 或 其 他 细胞 部 分 及 其 任何 组 合 处 包含 补充 剂 的 细胞 。 
[0047] 根据 某 些 实施 方案 ,本 发 明 的 外 源 性 补充 剂 是 食品 级 补充 剂 。 外 源 性 补充 剂 可 以 
从 天 然 来 源 分 离 ,或 者 可 以 被 合成 .根据 某 些 目前 示例 性 的 实施 方案 ,外 源 性 补充 剂 是 食品 
级 的 ,适合 于 人 类 食用 。 

[0048] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 是 多 能 干细胞 PSO 和 /或 由 其 分 化 的 
细胞 。 

[0049] 根据 另外 的 实施 方案 ,PSC 是 从 非 人 类 动物 体 细胞 重 编程 的 诱导 PSC (iPSC) 和 /或 
由 其 分 化 的 细胞 。 

[0050] ”根据 其 他 实施 方案 ,PSC 是 非 胚 胎 干 细胞 (ESC) 。 

[0051] “根据 其 他 实施 方案 ,PSC 是 胚胎 干细胞 。 

[0052] ”根据 一 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 是 分 化 为 肌肉 细胞 的 多 能 干细胞 , 根 
据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 是 分 化 为 脂肪 细胞 (fat cell) (脂肪 细胞 
(adipocyte) ) 和 /或 其 祖 细胞 的 多 能 干细胞 ,根据 一 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 是 
分 化 为 基质 细胞 (结缔 组 织 ) 和 /或 其 祖 细 胞 的 多 能 干细胞 .根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 
来 源 的 细胞 是 分 化 为 内 皮 细 胞 (血管 ) 和 /或 其 祖 细胞 的 多 能 干细胞 。 

[0053] ”根据 一 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 是 分 化 为 肌肉 细胞 和 /或 其 祖 细胞 的 
卫星 细胞 。 
[0054] “根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 选 自 由 以 下 组 成 的 组 :肌肉 细胞 .脂肪 
细胞 、 基 质 细胞 、 成 纤维 细胞 、 周 细胞 、 内 皮 细 胞 及 其 祖 细胞 。 

[0055] ”根据 某 些 实 施 方案 , 非 人 类 动物 选 自 由 牛 、 羊 、 猪 、 家 禽 、 贝 类 和 鱼 组 成 的 组 ,每 一 
种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
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[0056] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 , 非 人 类 动物 是 牛 。 根 据 一 些 示 例 性 实施 方案 , 牛 是 物种 
牛 (Bos Taurus). 

[0057] ”根据 某 些 实施 方案 ,上 文 描述 的 实施 方案 中 的 任 一 种 的 细胞 培养 物 形成 培养 肉 。 
培养 肉 可 以 由 本 发 明 的 细胞 培养 物 组 成 ,或 者 它 可 以 包含 另外 的 化 合 物 ,包括 但 不 限于 文 
架 。 如 本 领域 已 知 的 用 于 培养 肉 的 任何 可 食用 文 架 都 可 以 用 于 本 发 明 的 细胞 培养 物 ,包括 
可 食用 蛋白质 文 架 、 可 食用 水 凝 胶 支 架 、 可 食用 多 糖 支 架 等 .根据 一 些 实施 方案 , 文 架 来 源 
于 植物 、 洛 类 或 微生物 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0058] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 还 包含 至 少 一 种 另外 的 食品 级 补充 剂 ,合适 的 男 
外 的 补充 剂 包 括 但 不 限于 饱和 脂肪 酸 、 不 饱和 脂肪 酸 ; 脂 质 ; 调 味 剂 ;着 色 剂 ;质地 剂 
(texturant) ;可 食用 纤维 ;等 等 。 

[0059] ”根据 某 些 示 例 性 实施 方案 ,培养 肉 包含 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 组 合 , 所 述 细胞 
包括 肌肉 细胞 及 其 祖 细胞 ;脂肪 细胞 及 其 祖 细胞 ;基质 细胞 及 其 祖 细胞 ;内 皮 细 胞 及 其 祖 细 
胞 。 

[0060] ”根据 另 一 个 方面 ,本 发 明 提 供 了 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 包含 选 自由 至 少 一 种 
天 然 着 色 剂 、 钻 胺 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 组 成 的 组 的 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,其 中 牛 来 源 
的 细胞 的 特征 在 于 肉 样 颜色 。 

[0061] ”根据 另外 的 方面 ,本 发 明 提供 了 包含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 培养 肉 ， 
其 中 细胞 的 至 少 60%% 包 含 选 自由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 钴 胺 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 组 成 
的 组 的 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,其 中 培养 肉 的 特征 在 于 肉 样 颜色 。 根 据 某 些 示 例 性 实施 方 
案 , 细 胞 培养 物 形成 培养 肉 。 

[0062] ”根据 某 些 实施 方案 ,外 源 性 补充 剂 存 在 于 选 自由 所 述 细胞 内 空间 、 膜 内 空间 、 细 胞 
膜 上 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 的 部 位 处 。 

L0063] ”细胞 闫 色 和 补充 剂 浓 度 如 上 文 描述 。 

[0064] ”根据 又 另 一 个 方面 ,本 发 明 提供 了 用 于 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 富 集 的 细胞 
培养 液体 培养 基 ,该 培养 基 包含 选 自 由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 . 氰 钴 胶 (维生素 B12) 及 其 组 合 
组 成 的 组 的 至 少 一 种 补充 剂 ,其 中 补充 剂 的 量 足以 赋予 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 肉 样 颜色 。 
[0065] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 基 包 含 含有 至 少 一 种 着 色 剂 和 维生素 B12 的 补充 剂 
的 组 合 。 
[0066] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 基 包 含 由 至 少 一 种 着 色 剂 和 维生素 B12 组 成 的 补充 
剂 的 组 合 。 
[0067] 根据 某 些 实施 方案 , 富 集 的 细胞 培养 液体 培养 基 的 特征 在 于 在 约 300nm 和 和 约 700nm 
之 间 的 多 于 一 个 波长 处 具有 吸光 度 。 

[0068] 根据 又 另外 的 方面 ,本 发 明 提供 了 用 于 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 富 集 的 细胞 
培养 液体 培养 基 ,该 富 集 的 细胞 培养 液体 培养 基 包 含 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 和 至 少 一 种 钴 胺 
素 (维生素 B12) 的 组 合 。 
[0069] ”根据 某 些 实施 方案 ,本 发 明 的 富 集 的 培养 基 还 包含 选 自 由 铁 和 /或 其 盐 、 酵 母 提 取 
物 、 细 菌 提 取 物 或 其 组 合 组 成 的 组 的 补充 剂 。 

[0070] ”至少 一 种 天 然 着 色 剂 如 上 文 描述 的 。 

[0071] 根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 细胞 培养 液体 培养 基 还 包含 至 少 一 种 另外 的 补充 剂 ， 
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所 述 至 少 一 种 另外 的 补充 剂 选 自由 以 下 组 成 的 组 :叶酸 、 匀 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 
素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 不 饱和 脂肪 酸 、 至 少 一 种 饱和 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 。 每 一 
种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0072] ”根据 某 些 实施 方案 ,维生素 D 选 自由 维生素 D, 和 维生素 D, 组 成 的 组 .每 一 种 可 能 性 
代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0073] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 ,不 饱和 脂肪 酸 选 自由 @% 3 脂肪 酸 、o 6 脂肪 酸 、o 9 脂肪 
酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 。 根 据 某 些 实施 方案 , 富 集 的 细胞 培养 液体 培养 基 包 含 至 少 两 种 
不 饱和 脂肪 酸 。 根 据 某 些 另外 的 或 可 选择 的 实施 方案 ,饱和 脂肪 酸 是 人 硬 脂 酸 。 

[0074] ”应 当 明 确 理解 ,如 上 文 描述 的 培养 基 的 补充 剂 是 酵母 提取 物 或 细菌 提取 物 中 存在 
的 补充 剂 之 外 的 补充 剂 。 
[0075] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 0.1ng/ml 至 约 50mg/ml 的 浓度 的 至 
少 一 种 类 胡萝卜 素 。 
[0076] ”根据 某 些 实施 方案 , 塔 养 基 中 的 类 胡 葛 卜 素 浓度 为 从 约 lug/ml 至 约 10mg/ml。 根 据 
某 些 示 例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 1ng/ml 至 约 5mg/ml 的 浓度 的 至 少 一 种 类 胡 
萝卜 素 。 根 据 某 些 另外 的 示例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 1ng/ml 至 约 1.5mg/ml 
的 浓度 的 至 少 一 种 类 胡 葛 卜 素 。 
[0077] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 0.5mg/ml 至 100mg/ml 的 浓度 的 维 生 
素 B12。 根 据 某 些 示例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 1mg/ml 至 约 50mg/ml 的 浓度 的 
维生素 B12。 根 据 其 他 示例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 1mg/ml 至 约 15mg/ml 的 浓 
度 的 维生素 B12。 

[0078] “根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包含 以 从 约 10ug/ml 至 约 5g/m1 的 浓度 的 酵母 提 
取 物 .根据 某 些 示例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包含 以 从 约 50ng/ 四 至 约 1g/ml 的 浓度 的 酵 
母 提取 物 。 根 据 某 些 示 例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 500ng/ml1 至 约 50mg/1 的 浓 
度 的 酵母 提取 物 。 

[0079] 根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 100ng/ml 至 约 1,250ng/ml 的 浓度 的 
铁 和 /或 其 盐 。 根 据 某 些 示 例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 100hg/ml 至 约 1000ng/ 
ml 的 浓度 的 铁 盐 。 

[0080] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 0.1ug/ml 至 约 50ng/ml1 的 浓度 的 匀 
或 其 盐 。 根 据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 0.1ng/ml 至 约 15ug/ml 的 浓度 的 锌 或 
其 盐 。 

[0081] ”根据 又 另外 的 方面 ,本 发 明 提供 了 一 种 用 于 生产 以 肉 样 颜色 为 特征 的 培养 肉 的 方 
法 ,该 方法 包括 在 本 发 明 的 富 集 的 培养 基 中 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 。 

[0082] ”根据 某 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包含 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 维 生 素 B12、 铁 和 /或 
其 盐 、 醇 母 提取 物 、 细 菌 提取 物 或 其 组 合 , 根 据 这 些 实施 方案 ,培养 肉 的 特征 还 在 于 类 似 于 
非 人 类 动物 来 源 的 肉 的 感官 特性 。 

[0083] ”应 当 理 解 ,本 文公 开 的 每 个 方面 和 实施 方案 的 任何 组 合 明确 地 涵盖 在 本 发 明 的 公 
开 内 容 中 。 

[0084] ”本 发 明 的 其 他 目的 ,特征 和 优势 从 下 文 的 描述 和 附 图 将 变 得 清楚 。 

[0085] ” 附 图 简 述 


| 


11 


CN 113038841 A 说 明 + 8/25 页 


[0086] 图 1 展示 了 从 培养 基 中 到 牛 细胞 中 的 B- 胡 葛 卜 素 摄 取 。 图 1A:100ugB- 胡 萝卜 素 /ml 
生长 培养 基 的 初始 浓度 ,图 1B:10ngB- 胡 萝卜 素 /ml 生 长 培养 基 的 初始 浓度 。 

[0087] ”图 2 示 出 了 在 含有 750ng 甘 氨 酸 亚 铁 /ml 生长 培养 基 的 培养 基 中 孵育 持续 24 小 时 的 
牛 细胞 内 甘氨酸 亚 铁 的 积累 。 
[0088] ”图 3 示 出 了 在 含有 1000hg 氟 钴 胺 素 (Chl) /1 生长 培养 基 的 培养 基 中 孵育 持续 24 小 
时 的 牛 细胞 内 和 握 钴 胺 素 (Cbl) 的 积累 。 

[0089] ”图 4 示 出 了 暴露 于 反 油 酸 和 DHA 的 组 合 持续 6 天 的 BEF 细 胞 的 照片 。 脂 滴 (含有 油 红 
0) 在 细胞 中 呈现 为 深 灰 色 斑 点 。 

[0090] ”发 明 详 述 

[0091] ” 近 十 年 来 ,已 经 认识 到 对 培养 肉 及 其 产品 的 需求 ,但 是 未 获得 高 品质 的 、 可 负担 得 
起 的 产品 .本 发 明 提 供 了 将 获得 这 样 的 产品 的 努力 向 前 推进 一 步 的 组 合 物 和 方法 ,改善 了 
形成 培养 肉 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 的 生长 率 、 味 道 、 香 味 、 颜 色 和 营养 价值 。 

[0092] ”为 了 方便 和 清楚 起 见 , 在 本 文中 描述 了 本 说 明 书 、 实 施 例 和 权利 要 求 书 中 所 用 的 
某 些 术语 。 

[0093] X 

[0094] 术语 “清洁 肉 ” 或 “培养 肉 ” 或 “体外 肉 (in-vitro meat) “在 本 文中 可 互 换 地 使 用 ， 
以 描述 从 体外 非 人 类 动物 细胞 培养 物 生长 的 肉 , 而 不 是 来 自 屠 宰 的 动物 的 肉 , 可 以 在 本 领 
域 中 用 于 描述 从 体外 动物 细胞 培养 物 生 长 的 肉 的 另外 的 术语 包括 实验 室 生 长 的 肉 (lab- 
grown meat)、 试 管 肉 (test tube meat) 、 试 管 牛 排 (tube steak), ARA (synthetic 
meat) 、 细 胞 培养 肉 (cell-cultured meat) 、 组 织 工 程 化 肉 (tissue engineered meat), T 
程 化 肉 (engineered meat), AT (artificial meat) 、 肉 类 似 物 (meat analog) 和 人 造 肉 
(manmade meat) 。 

[0095] ”如 本 文 使 用 的 ,关于 补充 剂 的 术语 “外 源 性 ”是 指 细 胞 从 培养 基 中 吸收 的 物质 /化 
合 物 。 外 源 性 补充 剂 可 以 是 天 然 存在 于 细胞 内 的 化 合 物 (内 源 化 合 物 ) ,或 非 天 然 存 在 于 非 
人 类 动物 来 源 的 细胞 中 的 化 合 物 ( 异 源 化 合 物 ) 。 

[0096] ”如 本 文 使 用 的 ,术语 “天 然 着 色 剂 "是 指 可 以 在 包括 植物 、 藻 类 真菌 等 的 天 然 来 源 
中 发 现 的 色素 。 应 当 明 确 理解 ,本 发 明 的 天 然 着 色 剂 可 以 来 源 于 天 然 来 源 , 或 者 可 以 化 学 合 
成 。 

[0097] 单独 使 用 时 的 术语 “ 肉 ”;“ 肉 样 " ;和 " 非 人 类 动物 来 源 的 肉 " 在 本 文中 可 互 换 地 使 
用 ,并 且 是 指 来 源 于 包括 牛 . 羊 . 猪 、 家 禽 \ 贝 类 和 鱼 的 非 人 类 动物 的 肉 。 

[0098] ”如 本 文 使 用 的 ,关于 肉 和 /或 培养 肉 的 术语 “感官 特性 ”是 指 纯 肉 /培养 肉 的 外 观 、 
味道 ,香味 和 质地 。 
[0099] ”如 本 文 使 用 的 ,术语 “多 能 干细胞 (PSC)” 是 指 可 以 无 限 繁殖 ,以 及 产生 身体 中 的 所 
有 其 他 细胞 类 型 的 细胞 。 

[0100] ”如 本 文 使 用 的 ,术语 "诱导 多 能 干细胞 (iPSC) ”是 指 可 以 通过 重 编程 过 程 从 分 化 的 
细胞 直接 产生 的 多 能 干细胞 类 型 。 

[0101 ”如 本 文 使 用 的 ,术语 “及 胎 干细胞 (ESCO)” 是 指 来 源 于 胚 泡 的 多 能 干细胞 类 型 。 
[0102] 术语“ 重 编程 "是 指 一 种 特定 细胞 类 型 铝 另 一 种 特定 细胞 类 型 的 转化 ,根据 本 发 明 
的 某 些 实施 方案 , 重 编程 是 将 体 细 胞 类 型 转化 为 被 称 为 诱导 多 能 干细胞 或 iPSC 的 多 能 干 细 
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胞 类 型 。 

[0103] ”根据 一 个 方面 ,本 发 明 提供 了 包含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 细胞 培养 
物 , 其 中 细胞 的 至 少 60 兴 包含 选 自由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 销 胶 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 组 
成 的 组 的 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,其 中 细胞 培养 物 的 特征 在 于 肉 样 颜色 .每 一 种 可 能 性 代 
表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0104] ”根据 茶 些 实施 方案 ,细胞 的 至 少 60% 还 包含 外 源 性 铁 或 其 盐 。 

[0105] ”根据 茶 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 至 少 一 种 天 然 着 色 
剂 和 维生素 B12 的 组 合 。 根 据 某 些 示 例 性 实施 方案 ,细胞 培养 物 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包 
含 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 维 生 素 B12 以 及 铁 或 其 盐 的 组 合 。 

[0106] 根据 杂 些 实施 方案 ,多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 至 少 60% 包 含 至 少 一 种 外 
源 性 补充 剂 。 根 据 茶 些 实施 方案 ,多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 至 少 65%、70%、75%、 
80% 包 含 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 .根据 其 他 实施 方案 ,多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 
至 少 85% 包 含 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 。 根 据 又 另外 的 实施 方案 ,多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 
的 细胞 的 60%-100% 包 含 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 .根据 其 他 实施 方案 ,多 于 一 个 非 人 类 动 
物 来 源 的 细胞 的 60%-90%、 或 60%-80% 或 60%-70% 包 含 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 。 

[0107] 根据 茶 些 实施 方案 ,本 发 明 提供 了 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 包含 选 自由 至 少 一 
种 天 然 着 色 剂 、 钴 胺 素 (维生素 B12) 及 其 组 合 组 成 的 组 的 外 源 性 补充 剂 ,其 中 非 人 类 动物 来 
源 的 细胞 的 特征 在 于 肉 样 颜 色 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0108] “根据 茶 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 铁 或 其 盐 。 

[0109] 根据 茶 些 实施 方案 ,本 发 明 提供 了 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 包含 选 自由 至 少 一 
种 天 然 着 色 剂 、 钼 胺 素 (维生素 B12) 、 铁 或 其 盐 、 酵 母 提取 物 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 的 外 源 
性 补充 剂 ,其 中 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 特征 在 于 肉 样 颜色 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 
单独 实施 方案 。 

[0110] ”根据 茶 些 实施 方案 ,本 发 明 提 供 了 包含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 培养 
肉 ,其 中 细胞 包含 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 选 自 由 至 少 一 种 天 
BEEN HER (维生素 B12) 及 其 组 合 组 成 的 组 ,其 中 培养 肉 的 特征 在 于 肉 样 颜色 。 根 据 
一 些 实施 方案 ,培养 肉 包 含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 中 细胞 还 包含 铁 或 其 盐 。 根 
据 又 另外 的 实施 方案 ,培养 肉 包 含 多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,其 中 细胞 包含 至 少 一 
种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 选 自由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 馈 胺 素 (维生素 
B12) 、 铁 或 其 盐 .酵母 提取 物 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 ,其 中 培养 肉 的 特征 在 于 肉 样 颜色 。 根 
据 某 些 示 例 性 实施 方案 ,多 于 一 个 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 形成 培养 肉 。 每 一 种 可 能 性 代表 
本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0111] 根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 颜色 类 似 于 肌 红 和 蛋白 的 颜色 。 根 据 
某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 塔 养 肉 的 颜色 类 似 于 瘦 肉 切片 。 根 据 某 些 实施 方案 ,细胞 
培养 物 和 /或 培养 肉 的 颜色 类 似 于 屠宰 肉 。 根 据 茶 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 
颜色 是 棕色 .根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 颜色 是 红色 至 亮 红 色 。 根 据 某 
些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 颜色 是 粉 紫色 。 

[0112] 根据 茶 些 示 例 性 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 颜色 在 棕色 至 红色 的 范围 
内 变化 。 
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[0113] “根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 选 
自由 叶酸 (维生素 B9) 、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 脂 
肪 酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 的 外 源 性 补充 剂 .每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0114] ”根据 某 些 实施 方案 ,维生素 D 选 自由 维生素 D, 和 维生素 D, 组 成 的 组 .每 一 种 可 能 性 
代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 
[0115] “到 达 反 刍 动 物 的 肠 的 脂肪 酸 的 分 布 将 与 动物 所 食用 的 脂肪 酸 的 分 布 非常 不 同 。 这 
是 因为 由 于 细菌 活动 在 瘤胃 中 发 生 了 广泛 的 生物 氢化 作用 (Drackley,]J].K.Overview of 
Fat Digestion and Metabolism in Dairy Cows;University of Illinois:Urbana,IL, 
USA,2007; 第 1-9 页 ) 。 有 利 地 ,本 发 明 的 教导 能 够 控制 由 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 摄取 的 脂肪 
酸 分 布 ,并 且 因 此 提供 具有 预 设 的 所 需 脂肪 酸 分 布 的 培养 肉 及 其 产品 。 

[0116] “根据 某 些 实施 方案 ,脂肪 酸 是 选 自 由 以 下 组 成 的 组 的 不 饱和 脂肪 酸 : o 3 脂肪 酸 ， 
包括 但 不 限于 DHA、EPA 和 ALA; % 6 脂肪 酸 ,包括 但 不 限于 LA、GLA. 十 八 碳 三 烯 酸 和 花生 四 烯 
Bë; o 9 脂肪 酸 ,包括 但 不 限于 芥 酸 / 顺 式 -13- 二 十 二 碳 烯 酸 、 油 酸 和 反 油 酸 ;及 其 任何 组 合 。 
根据 某 些 实施 方案 ,脂肪 酸 是 饱和 酸 。 根 据 一 些 实施 方案 ,饱和 酸 是 硬 脂 酸 , 每 一 种 可 能 性 
代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0117] ” 硬 脂 酸 是 一 种 独特 的 饱和 脂肪 酸 , 与 食物 中 发 现 的 增加 血液 中 胆固醇 的 浓度 的 其 
他 饱和 脂肪 酸 相 比 , 硬 脂 酸 具 有 不 同 的 作用 并 且 不 会 导致 血脂 的 增加 。 

[0118] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 至 
少 两 种 脂肪 酸 。 

[0119] “将 培养 肉 产 品 引入 市 场 的 一 个 障碍 是 其 外 观 ,因为 消费 者 在 寻找 熟悉 的 肉 类 外 
观 。 本 发 明 的 培养 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 天 然 着 色 剂 和 维生素 B12 中 的 至 少 一 种 , 它 
们 为 细胞 提供 模拟 全 动物 来 源 的 肉 的 颜色 。 此 外 ,选择 这 些 特 定 的 着 色 化 合 物 是 由 于 除了 
它们 的 颜色 之 外 ,它们 对 消费 者 还 有 有 益 的 价值 。 
[0120] “” 肉 的 颜色 可 以 通过 几 种 方法 来 测量 .新 鲜 动 物 来 源 的 肉 的 颜色 主要 由 三 种 肉 类 色 
素 的 相对 比例 决定 :紫色 还 原 肌 红 蛋白 (Mb) 、 红 色 氧 合 肌 红 和 蛋白 Mb0,) 和 棕色 正 铁 肌 红 有 蛋 
白 (MetMb) 。 根 据 某 些 方法 ,确定 在 580nm:630nm 处 的 吸光 度 的 比率 ,其 中 比率 高 于 1.0 指 示 
更 红 (Strange,E D 等 人 .1974.Food Sci.39:988-992) 。 第 二 种 方法 是 确定 650/570nm 比 率 ， 
其 中 1.1 的 值 指示 没有 固化 的 颜色 ; 益 1.6 指 示 中 度 褪色 ; 关 1.7 至 2.0 指 示 明 显 的 固化 颜 
色 ; 并 且 2.2 至 2.6 指 示 优 异 的 固化 颜色 (Hunt ,M.C. ,和 D.H.Kropf.1988. 未 公布 的 数据 ) 。 
[0121] ”可 选择 的 方法 不 是 基于 在 特定 波长 处 的 吸光 度 , 而 是 基于 三 刺激 值 的 测量 ,也 被 
称 为 CIE 系 统 。 这 是 一 种 比 色 方法 ,其 被 设计 成 通过 模拟 人 眼 - 大 脑 感知 来 执行 一 种 类 型 的 
心理 物理 样品 分 析 。 该 方法 是 基于 人 眼 的 三 原色 感受 器 ,被 定量 为 L#xa#b# 的 坐标 值 . 较 大 的 
a*/b*Ek % (或 b*/a* 降 低 ) 指示 更 红 ,并 且 变 色 越 少 (Setser,C S.1984.J.Food Qual.6: 
183-197) 。.[L#: 亮 相对 于 暗 , 其 中 低 数字 (0-50) 指示 暗 ,并 且 高 数字 (51-100) 指示 亮 。 

[0122] ”ax*: 红 色相 对 于 绿色 ,其 中 正 数 指示 红色 ,并 且 负 数 指示 绿色 。 

[0123] px: 黄色 相对 于 蓝 色 ,其 中 正 数 指示 黄色 ,并 且 负 数 指示 蓝 色 。 
[0124] 。L#C#h 颜 色 空间 类 似 于 L#a#b#, 但 是 它 使 用 圆柱 坐标 而 不 是 直角 坐标 以 不 同 的 方 
式 描述 颜色 。 

[0125] ”在 该 颜色 空间 中 ,L* 指 示 亮 度 ,Cx* 表 示 色 度 (颜色 饱和 度 ) ,并 且 h 是 色相 和 角 (0 ° - 
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360 ) 。 

[0126] ”Cx*: 颜 色 饱 和 度 - 标 度 0-100, 较 高 的 值 表示 样品 中 较 高 的 色素 量 。 
[0127] ”hh 标 度 : 色 相 角 (0”-360°) -290° (=360°) 的 hp 值 指示 红色 ; 约 180" 的 h 值 指示 蓝 
[0128] ” 色 度 和 色相 是 从 Lxaxbx* 中 的 ax* 和 bx 坐标 计算 的 ,亮度 (AL*) 、 色 度 ( A Cx) 和 色相 
(A H) 的 差 值 可 以 是 正 中 或 负 (-) ,它们 被 表示 为 : 

[0129] A L* (Lx* 样 品 减 去 Lx 标准) == 亮度 和 上 暗 度 的 差 : 

[0130] G) 三 较 亮 , (-) = HË ; 

[0131] C* (Cx* 样 品 减 去 C* 标 准 ) 二 色 度 的 差 : 

[0132] G) 三 较 明 亮 , (-) 三 较 暗 淡 ; 

[0133] A H* (H* 样 品 减 去 H* 标 准 ) 二 色相 的 差 。 

[0134] ”根据 本 发 明 的 教导 ,可 以 使 用 如 本 领域 已 知 的 用 于 测量 本 发 明 的 非 人 类 动物 来 源 
的 细胞 培养 物 和 /或 培养 肉 的 颜色 的 任何 方法 。 
[0135] ”根据 某 些 实施 方案 ,细胞 培养 物 包含 至 少 一 种 在 从 约 300nm 至 约 700nm 的 一 个 波长 
或 多 于 一 个 波长 处 具有 吸光 度 的 化 合 物 。 钴 胺 素 (维生素 B12) 吸收 峰 在 361nm;B 胡 萝卜 素 吸 
收 峰 在 450nm、480nm 和 520nm; 和希 前 红 素 吸收 峰 在 360nm、443nm、471nm、502nm; 角 黄 素 峰 在 
480nm。 

[0136] “根据 本 发 明 的 教导 ,可 以 使 用 如 本 领域 已 知 的 用 于 测量 天 然 着 色 剂 色素 或 提供 颜 
色 的 化 合 物 的 光谱 吸收 的 任何 方法 。 
[0137] ”根据 一 些 实施 方案 ,如 本 领域 已 知 的 ,通过 化 学 反应 和 /或 HPLC 和 /或 UPLC 测 量 
色 化 合 物 的 含量 。 
[0138] “根据 一 些 实施 方案 ,首先 从 细胞 中 提取 色素 ,并 且 通 过 分 光 光 度 计 测 量 色素 提取 
物 的 吸光 度 。 根 据 其 他 实施 方案 ,色素 提取 物 的 吸光 度 通过 色 度 计 测 量 。 
[0139] ”根据 某 些 示例 性 实施 方案 ,天 然 着 色 剂 是 类 胡 葛 卜 素 。 
[0140] ”根据 某 些 示 例 性 实施 方案 ,为 根据 本 发 明 的 教导 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 
和 /或 培养 肉 提 供 颜色 的 类 胡 葛 卜 素 选 自 由 以 下 组 成 的 组 :a- 胡 萝卜 素 .8B- 胡 萝卜 素 、 番 茄 
红 素 、 茜 草 黄 质 (cryptomonaxanthin)、 别 黄 素 (alloxanthin)、 玉 米黄 质 、 紫 黄 质 、a- 
zetcarotene、\ 十 氨 番 茄 红 素 (lycopersene) 、 六 氧 番茄 红 素 (hexahydrolycopene) 、 圆 酵母 
A (torulene) Mi M (cynthiaxanthin) MA Jš (pectenoxanthin)、 甲壳 黄 素 、 爷 赞 黄 素 
(gazaniaxanthin) 羟基 绿 硫 菌 烯 (0H-chlorobactene) SRRA TTEA. AIRA MA 
m (Rhodopin) 、 玫 红 品 醇 rhodopinol) (warmingol)、 腐 菌 黄 素 、 颤 党 黄 素 . 草 分 梳 杆 戎 叶 黄 
素 (phleixanthophy11) 、 紫 菌 红 醇 球形 烯 、 硅 甲 藻 黄 素 、 黄 体 黄 质 、 玉 米黄 质 、 柠 黄 质 、 玉 米 
w JIk AMY (zeaxanthin furanoxide).neochrome.foliachrome.£ Ew G, 
(trollichrome) 、 无 隔 藻 黄 素 (vaucheriaxanthin,) 、 玫 红 品 醛 (rhodopinal) .warmingone、 
圆 酵母 红 素 醛 (torularhodinaldehyde) 、 红 酵母 红 素 (torularhodin) 、 红 酵母 红 素 甲 酯 .是 
RITEAR AERA ( 束 生 菠 色 素 乙 (aphanicin)) WEA (chlorellaxanthin) 、 辣 椒 红 
(capsanthin) 、 辣 椒 红 素 (capsorubin) 、 隐 辣椒 质 (cryptocapsin)、2,2 -二 酮 螺 菌 黄 素 (2 , 
2 -diketospirilloxanthin) 海胆 烯 酮 .3 -羟基 海胆 烯 酮 \ 届 曲 黄 素 (flexixanthin) 、3- 
OH- 角 黄 素 ( 金 蔓 花红 素 .phoenicoxanthin) 、 羟基 球形 烯 酮 hydroxyspheriodenone) 、 奥 克 
酮 (okenone) 、 扇 贝 醇 酮 (pectenolone) .phoeniconone (MAERA) 、 芬 妮 黄酮 
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(phoenicopterone)、 玉 红 黄 素 酮 (rubixanthone) 、sphonaxanthin、 虾 红 素 (astacein) 、 岩 
mA (fucoxanthin) 、 酸 浆果 红 素 (bhysalien) 、 管 藻 素 (siphonein) .B-|uJ #F-2 -H F 
素 醛 (B-apo-2 -carotenal) 、 阿 朴 -2- 番 前 红 素 酚 (apo-2-lycopenal) 、 阿 朴 -6 -番茄 红 素 
醛 、 玄 参 红 酸 醛 (azafrinaldehyde) IWA (bixin) HES 3 (citranaxanthin) 、 藏 红 花 
酸 (crocetin) 、 藏 红 花 酸 半 醛 (crocetinsemialdehyde) 、 藏 红 花 素 (crocin) E Te HT Z H- 
素 (hopkinsiaxanthin)、 甲 基 阿 朴 -6” -番茄 红 酯 (methyl apo-6 '-l1ycopenoate). 
paracentrone\sintaxanthin、 珊 瑚 红 素 (actinioerythrin)、 多 甲 藻 黄 素 (peridinin) 、 
pytrfhoxanthininol、 半 -a- 胡 葛 卜 素 酮 、 半 -3- 胡 葛 卜 素 酮 、 臭 橘 黄 素 (triphasiaxanthin) 、 
退 类 胡 葛 卜 素 (retro-carotenoids) 和 退 - 阿 朴 - 类 胡萝卜 素 、 花 莹 草 类 黄 素 
(eschscholtzxanthin) 、 花 萎 草 类 黄 素 酮 (eschscholtzxanthone) 、 紫 衫 紫 素 
(rhodoxanthin) 、 福 橘 黄 素 (tangeraxanthin) 、 王 异 戊 二 烯 黄 素 monaprenoxanthin) ,2 Fp 
成 二 烯 黄 素 (decaprenoxanthin) .C.p.450 2- [4-3 -3- GPH) -2- 丁 烯 基 ] -2 - (3- 甲 
基 -2- 丁 烯 基 ) -b,b- 胡 萝卜 素 、C.p.473 2 - (4- 羟 基 -3- 甲 基 -2- 丁 烯 基 ) -2- (3- 甲 基 -2- 丁 
烯 基 ) -3 ,4 -WAL ,2 -二 氧 -b,y- 胡 萝卜 素 -1’ -醇和 菌 红 素 (bacterioruberin) 。 每 
一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0141] ”根据 某 些 实施 方案 ,类 胡萝卜 素 选 自由 B- 胡 萝卜 素 、 番 匣 红 素 、 角 黄 素 、 胭 脂 素 、 甜 
荣 色 素 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0142] ”根据 某 些 实施 方案 ,类 胡 葛 卜 素 是 胡 葛 卜 素 番茄 红 素 。 
[0143] “” 番 熙 红 素 是 一 种 天 然 红 色色 素 分 子 , 具 有 公认 的 抗 氧 化 特性 。 美 国 FDA 已 经 报告 ， 
合成 番茄 红 素 以 及 从 天 然 来 源 获得 的 番茄 红 素 当 以 0.5%% 至 7% 的 范围 内 的 水 平 用 作 各 种 
食品 中 的 食品 补充 剂 时 是 安全 的 (通常 被 认为 是 安全 的 ,GRAS) .在 安全 性 研究 中 ,在 高 达 
3g/ (kg*d) 的 膳食 或 配制 的 番 丫 红 素 的 摄 入 水 平 未 观察 到 不 良 影响 (Trumnbo ， 
P.R.J.Nutr.2005,135,2060S-2061S). 

[0144] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提供 从 约 0.1mg/100g 细 胞 
至 约 50mg/100g 细 胞 的 番茄 红 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 。 根 据 一些 实 施 方案 , 番 茹 红 素 是 以 从 
lmg/100g 细 胞 至 约 20mg/100g 细 胞 的 量 。 
[0145] ”根据 某 些 实施 方案 ,类 胡 葛 卜 素 是 叶 黄 素 角 黄 素 。 
[0146] ”和 角 黄 过 是 一 种 属于 叶 黄 素 类 的 红 橙 色 的 类 胡 葛 卜 素 ,这 种 天 然 存 在 的 色素 存在 于 
细菌 、 棠 类 和 一 些 真菌 中 。 角 黄 素 也 是 火 烈 鸟 羽 毛 、 锦 鲤鱼 皮 和 甲壳 动物 外 壳 的 颜色 的 原 
. 角 黄 素 作 为 饲料 添加 剂 广泛 用 于 家 禽 (肉鸡 、 蛋 鸡 ) 。 它 被 添加 到 动物 饲料 中 ,以 改善 鸡 
皮 、 和 蛋黄 、 人 链 鱼 和 鳞 鱼 的 颜色 。 合 成 角 黄 素 是 一 种 性 质 相 同 的 化 合 物 。 该 合成 化 合 物 赋予 动 
物 来 源 的 食物 特有 的 红 检 色色 相 。 类 胡萝卜 素 的 大 小 、 形 状 或 结构 (conformation) 在 它们 
的 着 色 特 性 中 也 发 挥 关 键 作用 。 此 外 ,类 胡萝卜 素 - 和 蛋白 质 的 相互 作用 是 角 黄 素 的 各 种 红色 
的 原因 。(Esatbeyoglu,T.,&Rimbach,G.2016.Molecular Nutrition&Food Research,61 
(6) ,1600469.doi:10.1002/mnfr.201600469) 。 根 据 美国 食品 和 药品 管理 局 , 角 黄 素 的 推荐 
上 限 剂量 是 每 磅 固体 或 半 固 体 食 物 或 每 品 脱 液 体 食 物 30 毫 殉 。 

[0147] 根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 1mg/100g 细 胞 至 
约 100mg/100g 细 胞 的 角 黄 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 .根据 一 些 实施 方案 , 角 黄 素 是 以 从 10mg/ 
100g 细 胞 至 约 50mg/100g 细 胞 的 量 。 
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[0148] ”根据 某 些 实施 方案 ,类 胡萝卜 素 是 胡萝卜 素 B- 胡 萝卜 素 。 
[0149] B- h 3 (Beta-Carotene 或 B-carotene) 是 一 种 类 异 成 二 烯 
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化 合 物 , 它 在 动物 


体内 无 法 合成 ,而 是 由 植物 和 微生物 生物 合成 .-B- 胡 萝卜 素 作为 维生素 A 
人 类 已 知 的 类 胡萝卜 素 的 主要 功能 。 根 据 2012 年 4 月 20 日 公布 的 FDA 信 息 


B- A RI 


U 2JGRAS, E BJ DA HME E 28 4F EER ET o tB ü VE 8 HIB- 8122 F 2 


作为 抗 氧 化 剂 营 


[0150] ”维生素 A 具有 一 个 等 式 :1ng 的 视 黄 醇 二 6ngB- 胡 更 卜 素 ,维生素 A 的 推荐 上 限 是 


3mg/ 天 ,这 意味 着 18mg/ 天 的 B- 胡 萝卜 素 。 
[0151] ”此 外 ,每 天 摄 入 >30mg 的 B- 胡 更 卜 素 可 能 导致 高 胡萝卜 素 血 症 ， 
括 脚 底 和 手掌 ) 呈 s 黄 色 .。. 这 是 无 害 且 可 逆 的 (Mason,P.20 


Supplements. Pharmaceutical press,London) 。 


其 特征 是 皮肤 ( 包 
01.Dietary 


[0152] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提 供 从 约 Img/100g 细 胞 至 


约 100mg/100g 细 胞 的 B- 胡 葛 卜 素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 ,根据 一 些 实施 方 
以 从 10mg/100g 细 胞 至 约 50mg/100g 细 胞 的 量 。 
[0153] ”如 下 文 的 实施 例 部 分 中 例 示 的 ,细胞 负载 有 富 含 外 源 性 补充 剂 
源 性 补充 剂 选 自由 B- 胡 萝卜 素 、 番 茄 红 素 、 角 黄 素 和 /或 维生素 B12 组 成 的 
色 和 营养 价值 两 者 。 富 集 的 细胞 提供 有 益 量 的 所 述 营 养 素 。 
[0154] ”根据 一 些 实施 方案 ,类 胡 葛 卜 素 是 胭脂 素 。 


R B-P ARE 


的 培养 基 ,所 述 外 
组 ,影响 细胞 的 颜 


L0155] ”胭脂 树 (annatto) 中 发 现 的 类 妆 葛 下 素 家 族 的 另 一 个 成 员 腮 脂 素 是 一 种 从 热带 植 


物 胭脂 树 (achiote tree) (胭脂 树 (Bixa orellana) ) 的 种 子 中 获得 的 天 


然 食 用 色素 .胭脂 


树种 子 和 从 种 子 中 获得 的 提取 物 在 欧洲 和 北美 作为 食物 着 色 剂 (colorant) 已 经 使 用 了 200 
多 年 ,赋予 食品 红 - 橙 -黄色 (Smith,J 和 Wallin,H.2006.Annatto Extracts:Chemical and 


Technical Assessment) 。 如 今 , 腮 脂 素 在 全 球 使 用 的 主要 天 然 颜 
(Giridhar P. 和 Parimalan RA.Asia Pac J Mol Biol Biotechnol. 
Chuyen H V 和 Hoi N T.Eun JB.Int J Food Sci Tech.2012.47:1333-1 
补充 剂 被 FDA 和 欧洲 食品 安全 局 EFSA) 两 者 批准 使 用 。 


色 中 占据 第 二 位 
2010.18:77-79; 
338) .这 两 种 颜色 


[0156] ”根据 另外 的 茶 些 示例 性 实施 方案 ,天 然 着 色 剂 是 至 少 一 种 甜菜 色素 。 根 据 一 些 实 


施 方案 ,甜菜 色素 选 自 由 B 花 青 苷 和 甜 沫 黄 素 组 成 的 组 。 根 据 一 些 实施 方案 ,8 花 青 苷 选 自由 
甜菜 华 、 异 甜菜 苷 、 前 甜菜 苷 和 新 甜菜 华 组 成 的 组 。 根 据 一 些 实施 方案 ,甜菜 黄 素 选 自 由 仙 
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[0157] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提 供 从 约 0.1mg/100gr 细 
胞 至 约 600mg/100gr 细 胞 的 至 少 一 种 甜菜 色素 的 甜菜 色素 的 量 的 多 于 一 个 细胞 。 
[0158] ”甜菜 色素 是 一 类 发 现 于 石竹 目 (Caryophyllales) 植物 中 的 红色 和 黄色 呵 哄 来 源 


的 色素 ,在 石竹 目 植物 中 其 取代 花 青 苷 色素 。 存 在 两 类 甜菜 色素 :具有 红色 至 紫色 的 B 花 青 


F, ORRE + F nH 2 LL + Bi ñi > E AHLBr EH > H: UKRA xa ta 3 ë ta, BJ 


甜菜 黄 素 ,包括 仙 


掌 黄 质 、 紫 末 莉 黄 质 、 马 从 苋 黄 质 和 梨 果 仙人 掌 黄 质 。 甜 瑟 色 素 通 常用 作 食 品 着 色 剂 , 特 


别 是 甜菜 来 源 的 甜菜 苷 。 最 近 , 已 经 提出 甜菜 苷 作为 抗 氧 化 剂 也 具有 健康 益处 。 
[0159] ”如 上 文 描述 的 ,维生素 B12 是 一 种 必需 维生素 ,其 作为 类 胡萝卜 素 , 无 法 由 人 体 合 


成 ,而 是 通过 食用 动物 来 源 的 产品 获得 .根据 本 发 明 的 教导 ,形成 维生素 B12 结构 的 一 部 分 
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的 销 给 出 了 其 独特 的 红色 ,并 且 因 此 维生素 B12 具有 作为 着 色 剂 和 作为 必需 维生素 的 双重 
功能 
[0160] ”在 1998 年 ,美国 医学 研究 所 (IOM, 现 为 卫生 与 医学 部 门 (HMD) ) 更 新 了 维生素 B12 的 
平均 需求 量 (Estimated Average Requirements,EAR) 和 推荐 膳食 摄 入 量 (Recommended 
Dietary Allowances,RDA) 。 目 前 14 岁 及 以 上 的 女性 和 男性 的 维生素 B12 的 EAR 为 2.0ng/ 天 ; 
RDA 为 2.4hg/ 天 。 
L0161] ”EFSA 把 这 一 组 集合 信息 称 为 饮食 参考 值 。 对 于 超过 18 岁 的 女性 和 男性 ,维生素 B12 
的 适宜 摄 入 量 AD) 设 定 为 4. l 妊娠 女性 的 AI 为 4.5hg/ 天 ,并 且 哺 乳 期 女性 的 AI 为 5.0 
hg/ 天 。 对 于 1-17 岁 的 儿童 ,AI 随 着 年 龄 从 1.5hg/ 天 增加 到 3.5hg/ 天 。 
[0162] ”然而 ,EFSA 和 IOM 解 释 , 没 有 足够 的 证 据 要 求 设 定 维生素 B12 的 可 耐 受 最 高 摄 入 水 
`F (UD). 
[0163] “本 发 明 现 在 示 出 ,在 每 mn1 含 有 lmg 氟 钻 胺 素 的 生长 培养 基 中 孵育 牛 胚胎 成 纤维 细 
胞 和 成 肌 细 胞 产生 一 定量 的 维生素 ,其 赋予 细胞 明显 的 红粉 色 。 
[0164] ”此 外 ,本 发 明示 出 了 和 牛 来 源 的 细胞 能 够 从 培养 基 中 以 所 检测 的 浓度 线性 摄取 维 生 
素 B12 ,达到 从 约 10mg/100g 细 胞 至 约 100mg/100g 细 胞 的 量 。 
a 铁 是 一 种 必需 的 微量 营养 素 ,其 确保 正常 红细胞 的 发 育 和 健康 的 免疫 功能 。 缺 铁 
能 导致 贫血 ,并 且 已 被 示 出 负面 地 影响 儿童 发 育 。 膳 食 铁 的 吸收 是 一 个 可 变 且 动 态 的 过 
A 与 摄 入 的 铁 量 相 比 ,吸收 的 铁 量 通常 是 低 的 ,但 取决 于 环境 和 铁 的 类 型 可 以 在 从 5%% 至 
多 达 35%% 的 范围 内 。 铁 的 最 佳 吸收 形式 来 自动 物产 品 。 从 动物 产品 和 一 些 植物 产品 中 吸收 
铁 是 以 血红 素 铁 的 形式 ,并 且 更 有 效 地 允许 吸收 摄 入 量 的 15% 至 35% .动物 中 的 血红 素 铁 
来 自 血 液 和 肌肉 ,以 及 肉 类 和 线粒体 中 含有 血红 素 的 蛋白 质 。 本 发 明 的 培养 肉 包 含 铁 强化 
的 细胞 ,这 种 铁 强 化 的 细胞 提高 了 培养 肉 的 营养 价值 。 
[0166] 根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提供 从 约 0.01mg/100gr 细 
胞 至 约 50mg/100gr 细 胞 的 铁 或 其 盐 的 量 的 多 于 一 个 细胞 ,根据 某 些 实施 方案 , 铁 是 以 从 约 
0.1mg/100gr 细 胞 至 约 40mg/100gr 细 胞 的 量 , 根 据 某 些 实施 方案 , 铁 的 量 是 从 约 0.5mg/ 
100gr 细 胞 至 约 5mg/100gr 细 胞 。 
[0167] 根据 某 些 实施 方案 ,培养 肉 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 选 自 由 叶酸 (维生素 
B9) 、 锌 和 /或 其 盐 、 三 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 B10、 至 少 一 种 不 饱和 脂肪 酸 、 至 少 
a E T E T 5 
[0168] b ERRIN Hz, 12 25 |l T, 38 BQ , JE H r A 23 2JCoQ10.CoQEkQ10, 
种 辅酶 ,这 种 脂 溶性 物质 类 似 于 维生素 ,存在 于 所 有 呼吸 的 真 核 细 胞 中 ,主要 是 线粒体 中 。 
它 是 电子 传递 链 的 组 成 部 分 ,并 且 参 与 需 氧 细胞 呼吸 ,以 ATP 的 形式 产生 能 量 ,-CoQ10 作 为 腾 
食补 充 剂 出 售 。CoQ10 没 有 确立 的 理想 剂量 ;典型 的 每 日 剂量 是 100 喀 殉 -200 喀 克 。Co810 是 
一 种 不 溶 于 水 的 结晶 粉末 。CoQ10 可 以 用 几 种 方法 来 改 性 ,以 便 通过 增加 其 在 水 中 的 溶解 度 
来 增加 其 吸收 。 
[0169] ”根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 辅酶 Q10。 根 据 某 些 实施 方案 ， 
非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提 供 从 约 0.5mg/100gr 细 胞 至 约 20mg/100gr 细 胞 的 量 的 
辅酶 Q10 的 多 于 一 个 细胞 。 
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[0170] “根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 叶酸 。 根 据 某 些 实施 方案 , 非 人 
类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 50ng/100gr 细 胞 至 约 500ng/100gr 细 胞 的 叶酸 的 量 
的 多 于 一 个 细胞 。 

[0171] “根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 维生素 E。 根 据 某 些 实施 方案 ， 
非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 0.5mg/100gr 细 胞 至 约 50mg/100gr 细 胞 的 维 生 
素 E 的 量 的 多 于 一 个 细胞 .根据 某 些 实施 方案 ,多 于 一 个 细胞 提供 从 约 Img/100g 细 胞 至 约 
10mg/100g 细 胞 的 维生素 E 的 量 。 
[0172] “根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 硒 和 /或 其 盐 。 根 据 某 些 实施 方 
案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包含 提供 从 约 5.0ng/100gr 细 胞 至 约 60ug/100gr 细 胞 的 
硒 的 量 的 多 于 一 个 细胞 。 

[0173] “根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 维生素 D。 根 据 某 些 实施 方案 ， 
非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提供 从 约 0.01ng/100gr 细 胞 至 约 150ng/100gr 细 胞 的 量 
的 维生素 D 的 多 于 一 个 细胞 ,根据 某 些 实施 方案 ,维生素 D 的 量 为 从 约 0.1hg/100gr 细 胞 至 约 
100ng/100gr 细 胞 ,根据 某 些 实施 方案 ,维生素 D 的 量 为 从 约 0.1ng/100gr 细 胞 至 约 15ng/ 
100gr 细 胞 。 

[0174] “根据 某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 还 包含 至 少 一 种 不 饱和 脂肪 酸 。 根 据 
某 些 实施 方案 , 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 培养 物 包 含 提 供 从 约 5mg/100gr 细 胞 至 约 2500mg/ 
100gr 细 胞 的 量 的 不 饱和 脂肪 酸 的 多 于 一 个 细胞 .根据 某 些 实施 方案 ,至 少 一 种 不 饱和 脂肪 
酸 的 量 为 从 约 5mg/100gr 细 胞 至 约 1500mg/100gr 细 胞 ,根据 某 些 实施 方案 ,至 少 一 种 不 饱和 
脂肪 酸 的 量 为 从 约 5mg/100gr 细 胞 至 约 500mg/100gr 细 胞 。 根 据 某 些 实施 方案 ,至 少 一 种 不 
饱和 脂肪 酸 的 量 为 从 约 5mg/100gr 细 胞 至 约 50mg/100gr 细 胞 。 

[0175] ”根据 某 些 实施 方案 ,培养 肉 的 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 包含 :至 少 一 种 天 然 着 色 剂 ， 
所 述 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 选 自由 番茄 红 素 、 角 黄 素 及 其 组 合 组 成 的 组 ;维生素 B12; 铁 或 其 
盐 ; 至 少 两 种 脂肪 酸 ; 硒 和 /或 其 盐 ; 锌 和 /或 其 盐 ; 维生素 E、 辅 酶 Q10 以 及 维生素 D。 

[0176] ”根据 又 另 一 个 方面 ,本 发 明 提供 了 用 于 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 的 富 集 的 细胞 
培养 液体 培养 基 , 该 培养 基 包 含 选 自由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 . 氰 销 胺 (维生素 B12) 及 其 组 合 
组 成 的 组 的 至 少 一 种 补充 剂 ,其 中 补充 剂 的 量 足 以 赋予 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 肉 样 颜色 。 
[0177] ”根据 某 些 实施 方案 , 富 集 的 细胞 培养 液体 培养 基 的 特征 在 于 在 约 300nm 和 约 700nm 
之 间 的 多 于 一 个 波长 处 具有 吸光 度 。 氰 铀 胺 素 (维生素 B12) 峰 吸 光度 在 361nm; WF h RIE 
吸光 度 :8 胡 葛 卜 素 :450nm、 480nm、520nm; 番茄 红 素 峰 在 360nm、 443nm、471nm、502nm。 胭 脂 素 
在 360nm、 470nm-476nm、 501nm-507nm; 甜菜 苷 峰 吸 光度 在 535nm; 角 黄 素 峰 在 480nm。 
[0178] “根据 又 另 一 方面 ,本 发 明 提 供 了 用 于 生产 具有 肉 样 颜色 的 培养 肉 的 富 集 的 细胞 培 
养 液 体 培 养 基 ,该 培养 基 包 含 外 源 性 补充 剂 的 组 合 ,该 外 源 性 补充 剂 包括 至 少 一 种 天 然 着 
ENARA (维生素 B12) 。 

[0179] ”根据 某 些 实施 方案 ,本 发 明 提供 了 用 于 生产 具有 肉 样 颜色 的 培养 肉 的 富 集 的 细胞 
培养 液体 培养 基 ,该 培养 基 包 含 外 源 性 补充 剂 的 组 合 , 该 外 源 性 补充 剂 包 括 至 少 一 种 天 然 
FAR AAR (维生素 B12) 以 及 铁 或 其 盐 。 根 据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包 含 由 至 少 一 种 
着 色 剂 .B12 以 及 铁 或 其 盐 组 成 的 外 源 性 补充 剂 的 组 合 。 

[0180] ”除了 需要 吸引 人 的 培养 肉 产 品 的 外 观 之 外 ,味道 也 非常 重要 。 通 过 添加 天 然 或 合 
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成 香料 可 以 改善 培养 肉 的 味道 .酵母 提取 物 在 食品 工业 中 作为 风味 前 体 是 已 知 的 ,并 且 通 
常 被 添加 以 赋予 非 肉 类 菜肴 肉 汤 味道 ,本 发 明 现 在 公开 了 ,出 乎 意料 地 ,在 含有 酵母 提取 物 
的 培养 基 中 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 产生 形成 具有 改善 的 肉 样 味 道 的 食品 的 培养 的 细 
胞 。 

[0181] ”根据 茶 些 实施 方案 ,培养 基 包含 含有 至 少 一 种 着 色 剂 .812 和 酵母 提取 物 的 补充 剂 
组 合 物 。 根 据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包含 由 至 少 一 种 着 色 剂 .812 和 酵母 提取 物 组 成 的 补充 
剂 组 合 物 。 

[0182] 根据 茶 些 实施 方案 ,培养 基 包 含 含 有 至 少 一 种 着 色 剂 .B12、 铁 或 其 盐 和 酵母 提取 
物 的 补充 剂 组 合 物 , 根 据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包 含 由 至 少 一 种 着 色 剂 .B12、 铁 或 其 盐 和 酵 
母 提取 物 组 成 的 补充 剂 组 合 物 。 
[0183] ”根据 又 男 一 个 方面 ,本 发 明 提供 了 一 种 用 于 生产 具有 肉 样 颜色 的 培养 肉 的 富 集 的 
液体 细胞 培养 基 , 该 培养 基 包 含 选 自由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 . 氰 钴 胺 素 (维生素 B12) 、 铁 或 
其 盐 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 的 补充 剂 ,其 中 补充 剂 的 量 足以 赋予 培养 肉 肉 样 颜色 。 
[0184] ”根据 又 男 一 方面 ,本 发 明 提供 了 一 种 用 于 生产 具有 肉 样 颜色 的 培养 肉 的 富 集 的 细 
胞 培养 液体 培养 基 ,该 培养 基 包 含 选 自 由 至 少 一 种 天 然 着 色 剂 、 氨 销 胺 素 (维生素 B12) 、 铁 
或 其 盐 、 酵 母 提取 物 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 的 补充 剂 ,其 中 补充 剂 的 量 足 以 赋予 培养 肉 肉 
样 颜色 。 
[0185] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 还 包含 至 少 一 种 补充 剂 ,所 述 至 少 一 种 补充 剂 
选 自由 以 下 组 成 的 组 :叶酸 、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 R10、 至 少 
一 种 不 饱和 脂肪 酸 、 至 少 一 种 饱和 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 .每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 
[0186] ”根据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包含 补充 剂 组 合 物 ,该 补充 剂 组 合 物 包含 至 少 一 种 着 
色 剂 .B12 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 自由 叶酸 (维生素 B9) 、 锌 和 /或 其 
盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 QR10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 ,每 
一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 .根据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包 含 补 充 剂 组 合 物 ,该 
补充 剂 组 合 物 由 至 少 一 种 着 色 剂 .8B12 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 组 成 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 
自由 叶酸 (维生素 B9)、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 脂 
肪 酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0187] “根据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包含 补充 剂 组 合 物 ,该 补充 剂 组 合 物 包含 至 少 一 种 着 
色 剂 `.B12、 铁 或 其 盐 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 自 由 叶酸 (维生素 B9) ~ 
锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 组 
成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 根据 某 些 实施 方 案 , 培 养 基 包含 补充 剂 
组 合 物 ,该 补充 剂 组 合 物 由 至 少 一 种 着 色 剂 `.B12、 铁 或 其 盐 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 组 成 ， 
所 述 外 源 性 补充 剂 选 自由 叶酸 (维生素 B9) 、. 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 
辅酶 Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 .每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方 


Ro 


[0188] ”根据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包含 补充 剂 组 合 物 , 该 补充 剂 组 合 物 包含 至 少 一 种 着 
色 剂 .B12、 酵 母 提取 物 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 自由 叶酸 (维生素 
B9) 、 锌 和 /或 其 盐 \ 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 0Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 
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合 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 根 据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包含 补 
充 剂 组 合 物 , 该 补充 剂 组 合 物 由 至 少 一 种 着 色 剂 .B12、 醉 母 提取 物 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 
剂 组 成 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 自 由 叶酸 (维生素 B9)、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 
维生素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单 
独 实施 方案 。 

[0189] 根据 某 些 实施 方案 ,培养 基 包 含 补充 剂 组 合 物 , 该 补充 剂 组 合 物 包含 至 少 一 种 着 
色 剂 .B12、 铁 或 其 盐 、 醉 母 提取 物 和 至 少 一 种 外 源 性 补充 剂 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 自由 叶酸 
(维生素 B9) 、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 8910、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 
任何 组 合 组 成 的 组 .每 一 种 可 能 性 代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 ,根据 茶 些 实施 方案 ,培养 基 
包含 补充 剂 组 合 物 ,该 补充 剂 组 合 物 由 至 少 一 种 着 色 剂 .B12、 铁 或 其 盐 酵母 提取 物 和 至 少 
一 种 外 源 性 补充 剂 组 成 ,所 述 外 源 性 补充 剂 选 自 由 叶酸 (维生素 B9)、 锌 和 /或 其 盐 、 硒 和 /或 
其 盐 、 维 生 素 D、 维 生 素 E、 辅 酶 Q10、 至 少 一 种 脂肪 酸 及 其 任何 组 合 组 成 的 组 。 每 一 种 可 能 性 
代表 本 发 明 的 单独 实施 方案 。 

[0190] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 100ng/ml 至 约 5mg/m1 的 浓度 的 叶 
酸 。 
[0191] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 5ng/ml 至 约 500ng/ml 的 浓度 的 三 
和 /或 其 盐 。 

[0192] 根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 0.1pM 至 约 100pnM 的 浓度 的 维生素 D。 
根据 某 些 示例 性 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包含 以 从 约 0. InM 至 约 1nM 的 浓度 的 维生素 D。 
[0193] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 10nM 至 约 250nM 的 浓度 的 维生素 E。 
[0194] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 10nM 至 约 350nM 的 浓度 的 至 少 一 种 
不 饱和 脂肪 酸 。 
[0195] ”根据 一 些 实施 方案 , 富 集 的 培养 基 包 含 以 从 约 5ug/ml 至 约 2mg/ml 的 浓度 的 辅酶 
Q10. 

[0196] ”抗菌 肽 (AMP) E F5 E E RAA A rH ARAE G i o X IK E T 
主 抵御 病原 生物 体 的 防御 机 制 的 一 部 分 ,并 且 已 被 发 现 是 化 学 防腐 剂 的 蔡 代 物 。 

[0197] ”根据 某 些 实施 方案 ,本 发 明 的 培养 基 还 包含 防止 污染 培养 的 细胞 的 AMP。 如 上 文 描 
述 的 ,这些 肽 是 天 然 防腐 剂 。AMP 是 由 自古 以 来 存在 于 许多 类 型 的 食物 中 的 细菌 产生 的 , 食 
物 诸 如 奶 酷 、 酸 奶 和 和 葡萄牙 发 酵 肉 ,并且 AMP 已 被 证 明 对 于 人 类 食用 是 安全 的 ,并 且 因 此 被 
批准 用 于 食品 工业 。 

[0198] “常用 的 AMP 是 nicin, 一 种 具有 3.5KDa 分 子 量 .34 个 氨基 酸 、 正 电荷 和 针对 革 兰 氏 阳 
性 菌 (包括 芽孢 杆菌 (Bacilluses)、 微 球菌 (Micrococcuses) 、 金 黄色 和 葡 欧 球菌 
(Staphylococcrus aureuses) . 单 核 细 胞 性 李斯 特 菌 (Listeria monocytogenes) l i 
(Clostridiums) ) 的 抗菌 活性 ,以 及 针对 革 兰 氏 阴 性 菌 的 低 抗 菌 活性 的 肽 .Nicin 用 于 保护 
和 延长 巴 氏 杀菌 的 奶酪 、 乳 制品 甜点 、 铅 头 食 品 、 咸 肉 和 海鲜 的 保存 时 间 。(Thomas L.V. 和 
Delves-Broughton,J.2005 .在 Davidson M P 等 人 ,Antimicrobial in foods ,第 三 版 ,由 
CRC Press 出 版 ,第 237-274 页 ) 。 虽 然 nicin 在 食品 工业 中 已 经 使 用 了 几 十 年 ,但 是 还 没有 检 
测 到 抗 性 食品 腐败 生物 体 resistant food-spoilage organisms) 的 发 展 。 

[0199] ” 花 青 苷 是 属于 酚 类 的 有 色 水 溶性 色素 。 低 于 pH 3 时 , 花 青 苷 溶液 显示 出 其 最 强烈 
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的 红色 。 当 这 样 的 溶液 的 pH 升 高 时 ,它们 的 红色 通常 会 褪色 到 在 4 至 5 的 pH 范围 内 呈现 出 无 
色 的 程度 .pH 的 进一步 增加 产生 紫色 和 蓝 色 的 花 青 背 溶液 ,在 储存 或 热处理 时 ,已 经 观察 到 
色素 从 蓝 色 变 为 黄色 。 酰 化 和 共 色 素 化 的 花色 素 具有 较 高 的 热 稳定 性 ,因此 即使 在 不 同 的 
pH 条 件 也 能 保持 结构 。 花 青 昔 是 具有 附加 值 的 着 色 剂 ,其 可 以 用 于 预防 若干 种 疾病 ,包括 心 
血管 疾病 癌症 、 糖 尿 病 、 一 些 代谢 疾病 和 微生物 感染 。 这 些 化 合 物 还 提高 视觉 能 力 ,并 且 具 
有 神经 保护 作用 。(Khoo,H E 等 人 .2017.Food Nutr.Res.61:1361779) 。 

[0200] ”根据 又 另外 的 方面 ,本 发 明 提供 了 一 种 用 于 生产 以 肉 样 颜色 为 特征 的 培养 肉 的 方 
法 ,该 方法 包括 在 本 发 明 的 富 集 的 细胞 培养 基 中 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 。 

[0201] ”在 本 发 明 的 培养 基 中 培养 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 可 以 在 培养 肉 生产 的 任何 阶段 
进行 ,根据 某 些 实施 方案 ,在 低 细胞 分 裂 速率 的 时 候 添 加 本 发 明 的 富 集 的 培养 基 , 以 获得 更 
强烈 的 类 似 屠宰 肉 的 颜色 可 能 是 优选 的 。 根 据 某 些 实 施 方 案 ,将 本 发 明 的 宣 集 的 培养 基 添 
加 到 非 人 类 动物 来 源 的 细胞 ,在 接近 培养 物 生 长 结束 时 形成 肉 培养 物 。 根 据 某 些 示例 性 实 
施 方案 ,将 培养 基 添 加 到 具有 基本 上 恒定 的 葡萄 糖 摄取 速率 (GUR) 的 细胞 中 。 根 据 一 些 实施 
方案 ,在 培养 完成 之 前 约 1 天 至 约 3 天 ,将 富 集 的 培养 基 添 加 到 细胞 中 。 

[0202] ”提供 以 下 实施 例 以 便 更 充分 地 例证 本 发 明 的 一 些 实施 方案 。 然 而 ,这 些 实施 方案 
绝 不 应 当 被 解释 为 限制 本 发 明 的 宽 范 围 ,在 不 背离 本 发 明 的 范围 的 情况 下 ,本 领域 技术 人 
员 可 以 容易 地 设想 本 文公 开 的 原理 的 许多 变型 和 修改 。 


= 


实施 例 

[0203] ”材料 与 方法 
[0204] ”UPLA-UVVVis 胡 昔 卜 素 分 析 

[0205] ”由 分 析 研 究 实验 室 用 UPLA-UV/Vis 仪 器 在 下 列 条 件 下 分 析 B- 胡 萝卜 素 、 番 茄 红 素 
MAREA: 
[0206] ”仪器 :Waters ACQUITY UPLC 系 统 

[0207] 柱 :Phenomenex Kinetex 2.6pm Cis 100x 2.1lmmn; 零 件 号 :00D-4462-AN 
[0208] ” 柱 温 :50'C 

[0209] ”自动 取样 器 温度 :5'C 

[0210] “检测 器 :光电 二 极 管 阵列 波长 范围 250nm-499nm 

[0211] ”分辨 率 :3.6nm 

[0212] ”取样 速率 :10 点 / 秒 

[0213] ”流动 相 A: 乙 且 : 甲 醇 : 乙 酸 铵 缓冲 液 25:25:50 

[0214] ”流动 相 B: 乙 且 : 甲 醇 : 二 氧 甲 烷 :已 烷 70:25:2.5:2.5 

[0215] ”流量 :0.5mL/ 分 钟 

[0216] ”注入 体积 :17pL 部 分 环 路 , 针 洪 出 

[0217] ”能 洗 涤 体 积 :600hL 

[0218] ” 强 溶剂 体积 :200hL 

[0219] ”密封 洗涤 :1 分 钟 

[0220] ”运行 时 间 :8 分 钟 

[0221] ”下 次 注入 延迟 :5 分 钟 
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[0222] ”梯度 条 件 呈 现在 下 表 1 中 。 
[0223] ” 表 1 :UPLC 梯 度 表 
[0224] [时 间 (min) %A %B 曲线 
0 100 0 
0 2 100 0 6 
7.9 0 100 6 
8 100 0 6 


[0225] ”样品 和 对 照样 品 溶液 制 各 


[0226] ”8B- 胡 萝卜 素 、 番 匣 红 素 或 角 黄 素 以 一 份 如 下 制备 : 
[0227] ”将 100mg 样 品 / 对 照样 品 转 移 到 适合 于 均 质 化 的 时 


璃 珠 ,然后 添加 2mL 重 构 溶 液 。 
液 转移 到 UPLC 小 瓶 中 以 用 于 使 用 UPLC-UVVVis 分 析 。 


R A SR rH s JH100mg/ 1mm% 
将 样品 均 质 化 持续 30 秒 以 破坏 细胞 。 在 离心 小 瓶 之 后 ,将 上 清 


[0228] ”加 标 对 照样 品 溶液 制备 
[0229] ”样品 以 一 份 如 下 制备 : 
[0230] “将 100mg 对 照样 品 转移 到 适合 于 均 质 化 的 聚 丙烯 小 瓶 中 。 添 加 100mg/lmm 玻 璃 珠 ， 


然后 添加 2mL 标 准 溶液 .将 样品 均 质 化 持续 30 秒 以 破坏 细胞 。 在 离心 小 瓶 之 后 ,将 上 清 液 转 


移 到 UPLC 小 瓶 中 以 用 于 分 析 。 
[0231] ”样品 中 类 胡萝卜 素 的 定量 


[0232] “8- 胡 萝卜 素 、 番 茄 红 素 和 角 黄 素 的 样品 中 的 类 胡萝卜 素 
胡 葛 卜 素 分 别 制备 的 “标准 ”溶液 的 单 点 校准 来 确定 。 每 种 类 胡 葛 
值 的 波长 处 确定 的 。 

[0233] HPLC-UV/Vis 

[0234] “将 BEF 细 胞 暴露 于 不 同 浓度 的 维生素 B12 持 续 24 小 时 。 通 
[0235] ”分 析 方 法 : 

[0236] ”使 用 以 下 条 件 通 过 HPLC 进 行 分 析 : 

[0237] ”HPLC-UV/Vis 操 作 条 件 

[0238] ”仪器 :Agilent 1100 系 统 

[0239] 柱 :Waters Symmetry 5um C18 150x 4.6mm 

[0240] FE : 30 C 

[0241] ”自动 取样 器 温度 :5'C 

[0242] ”检测 器 :在 36lnm 的 UV 

[0243] ”流动 相 A: 水 中 0.025%TFA 

[0244] ”流动 相 B: 乙 且 

[0245] 流量 :1. 0mL/ 分 钟 

[0246] ”注入 体积 :100n1 

[0247] ”运行 时 间 :;30 分 钟 

[0248] ”梯度 条 件 呈现 在 下 表 2 中 。 

[0249] ” 表 2:HPLC 梯 度 表 
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[0250] [时 间 (min) %A %B 
0 95 5 
l 95 5 
20 5 95 
25 5 95 
25.1 95 5 
30 95 5 


[0251] ”标准 储备 溶液 制备 

[0252] ”标准 储备 溶液 以 一 式 两 份 如 下 制备 : 

[0253] ”将 10mg 的 维生素 B12 V2876 参 照 物质 (reference material) 转移 到 20mL 琥 珀 色 容 
量 瓶 中 ,用 HPLC 水 完成 定 容 并 混合 。 

[0254] ”工作 标准 溶液 制备 : 

[0255] ”工作 标准 以 一 式 两 份 如 下 制备 : 

[0256] “将 lmL 的 标准 储备 溶液 转移 到 50mL 琥 珀 色 容 量 瓶 中 ,用 HPLC 水 完成 定 容 并 混合 。 
[0257] ”样品 和 对 照样 品 溶液 制备 

[0258] ”样品 以 一 份 如 下 制备 : 

[0259] ”将 50mg 样 品 / 对 照 转移 到 适合 于 均 质 器 的 聚 丙烯 小 瓶 中 。 

[0260] ”添加 50mg lmm 玻 璃 珠 ,然后 添加 2mL 稀 释 液 (水 ) 。 

[0261] ”将 样品 均 质 化 持续 30 秒 以 破坏 细胞 ,在 离心 小 瓶 之 后 ,将 上 清 液 转移 到 HPLC 小 瓶 
中 以 用 于 分 析 。 

[0262] ”加 标 对 照样 品 溶液 制备 

[0263] ”样品 以 一 份 如 下 制备 : 

[0264] “将 50mg 对 照样 品 转移 到 适合 于 均 质 器 的 聚 丙烯 小 瓶 中 。 

[0265] ”添加 50mg lmm 玻 璃 珠 , 然 后 添加 2mL 工 作 标准 溶液 。 

[0266] ”将 样品 均 质 化 持续 30 秒 以 破坏 细胞 ,在 离心 小 瓶 之 后 ,将 上 清 液 转移 到 HPLC 小 瓶 
中 以 用 于 分 析 。 

[0267] ”样品 中 维生素 B12 的 定量 
[0268] ”样品 中 维生素 B12 的 含量 通过 相对 于 工作 标准 溶液 的 单 点 校准 来 确定 。 
[0269] ” 挫 有 维生素 B12 的 对 照样 品 的 加 标 回收 率 


[0270] [维生素 B12 加 标 加 标 回收 率 (%) 
B12 98 
[0271] ”细胞 


[0272] BEF- 来 源 于 胚胎 骨骼 肌 组 织 的 牛 胚 胎 成 纤维 细胞 的 培养 物 。 培 养 物 中 的 细胞 的 
90%-100% 是 BEF。 

[0273] BEM- 来 源 于 胚胎 骨骼 肌 组 织 的 牛 胚胎 成 肌 细 胞 的 培养 物 。 

[0274] BCL- 来 源 于 牛 脐 带 膜 的 成 纤维 细胞 的 培养 物 。 

[0275] ”实施 例 1: 使 用 B- 胡 萝卜 素 使 牛 来 源 的 细胞 着 色 
[0276] ”测试 牛 胚胎 成 纤维 细胞 (BEF) 对 有 人 色 化 合 物 的 摄取 。 牛 细胞 的 自然 颜色 是 白色 到 
黄色 。B- 胡 萝卜 素 是 一 种 维生素 A 原 , 其 可 以 被 人 体 转化 为 维生素 A。B 胡 萝卜 素 具 有 黄 - 检 - 
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红 的 颜色 。 

[0277] ”在 一 个 实验 中 ,将 水 溶性 B- 胡 葛 卜 素 添 加 到 标准 培养 基 (DMEM,10%FCS 和 1% 青 霉 
素 / 链 霉 素 ) 中 的 1.2#10 个 细胞 中 。 用 以 下 三 种 浓度 的 水 溶性 B- 胡 萝卜 素 在 38.5C5%C0,; 孵 
育 牛 细胞 :1ng/ml、10ug/ml 和 100ug/ml 。 在 添加 B- 胡 萝卜 素 之 后 24 小 时 ,通过 胰 和 蛋白酶 化 收 
获 细胞 (在 24 小 时 之 后 细胞 浓度 为 1.4*10' 个 细胞 /ml) 。 将 细胞 洗涤 并 重 悬 于 PBS 中 oB- 
É 素 含量 通过 经 由 分 光 光 度 计 分 析 从 中 除去 细胞 的 培养 基 的 吸收 光谱 (在 300nm-700nm) 以 
及 收获 的 细胞 的 吸收 光谱 (在 300nm-700nm) 来 评估 。 图 1 展示 了 B- 胡 萝卜 素 从 培养 基 中 摄取 
到 牛 细胞 中 。 由 于 牛 细胞 的 存在 ,生长 培养 基 中 8B- 胡 葛 卜 素 的 光 密 度 在 孵育 24 小 时 内 改变 。 
在 24 小 时 之 后 ,在 450nm、480nm 和 520nm 处 的 峰值 分 别 降低 了 2.7 倍 、2.3 倍 和 2.4 倍 ,培养 基 
中 B- 胡 萝卜 素 的 减少 反映 了 细胞 内 或 粘 附 至 细胞 的 B- 胡 萝卜 素 的 量 的 增加 ,细胞 呈现 出 具 
有 强烈 的 检 色 ,将 100ng 的 B- 胡 蓝 卜 素 施加 于 1.4x*10" 个 细胞 导致 细胞 总 摄取 40ngB- 胡 葛 卜 
F 

[0278] ”在 另外 的 实验 中 ,将 BEF 细 胞 与 B- 胡 葛 卜 素 10% 乳 液 红 (DSM, 目录 #5012538004) 在 
标准 培养 基 ODMEM 高 和 葡萄糖 ,10%FCS ,1% 青 霉 素 - 链 霉 素 ) 中 以 最 终 B- 胡 萝卜 素 浓度 110hg/ 
ml 在 38'C ,5%C0, 孵 育 持 续 24 小 时 。 

[0279] ee 细胞 沉淀 物 颜色 为 
te. 3863*10°4" (Œ316mg) 用 如 上 文 描 述 的 UPLC 法 进行 分 析 。 通 过 将 所 述 样品 与 参考 
B- 胡 更 卜 素 10% 乳 液 红 进行 比较 ,对 细胞 中 类 胡萝卜 素 的 量 进行 上 
[0280] “如 下 表 4 中 可 以 看 到 的 ,向 细胞 施加 0.1lmg/ml8- 胡 葛 卜 素 导 致 200ugB- 胡 昔 卜 素 / 
gr 细胞 的 摄取 。 应 注意 到 ,乳液 形式 的 B- 胡 萝卜 素 为 细胞 提供 了 红 检 色 , 相 比 之 下 ,水 溶性 
8B- 胡 葛 卜 素 的 摄取 产生 细胞 的 橙色 .因此 ,根据 本 发 明 的 教导 ,使 用 乳液 形式 的 B- 胡 葛 卜 素 
是 有 利 的 。 

[0281] ”实施 例 2:; 铁 摄取 

[0282] ”使 用 甘氨酸 亚 铁 用 于 使 牛 来 源 的 细胞 着 色 

[0283] ”甘氨酸 亚 铁 是 一 种 具有 深 棕 色 的 水 溶性 化 合 物 , 如 上 文 关 于 B- 胡 萝卜 素描 述 的 ， 
检查 了 来 源 于 BCL 细 胞 的 牛 成 纤维 细胞 对 三 种 浓度 的 甘氨酸 亚 铁 的 摄取 :1500ng/ml、750h 
g/ml 和 375ng/ml。 

[0284] ”发 现 以 1500ng/ml 的 浓度 的 甘氨酸 亚 铁 对 牛 细 胞 有 毒 。 在 750ug/ml 浓 度 , 细 胞 被 着 
色 成 浅 棕 色 (图 2) .375ng/ml 没 有 使 细胞 着 色 。 

[0285] ”使 用 铁 用 于 富 集 牛 来 源 的 细胞 

[0286] ”将 充分 汇合 的 BEF 细 胞 与 溶解 在 标准 培养 基 OOMEM 高 葡萄 糖 ,10%FCS,1% 青 霉 素 - 
EER) 中 至 最 终 浓 度 为 0.5mM 的 七 水 合 硫酸 亚 铁 (ID (Sigma ,目录 #8633) 在 38C ,5%C0, 
一 起 孵育 持续 24 小 时 。 

[0287] ”然后 通过 胰 蛋 白 酶 化 收获 细胞 ,并且 用 PBS 将 沉淀 物 洗涤 三 次 。 使 用 ICP-MS 方 法 分 
析 重 量 为 1107mg 的 细胞 。 

[0288] ”电感 耦合 等 离子 体质 谱 法 (ICP-MS) 是 用 于 分 析 环 境 样品 中 痕 量 金属 的 有 力 工 具 。 
其 适用 于 确定 水 样品 中 大 量 元 素 的 亚 -ug/L 浓 度 。 该 方法 测量 由 射频 电感 耦合 等 离子 体 产 
生 的 离子 。 液 体 中 的 分 析 物 物质 被 雾 化 ,并 且 产 生 的 气 咨 胶 被 氮气 输送 到 等 离子 炬 中 。 高 温 
产生 的 离子 夹带 在 等 离子 体 气 体 中 ,并 且 通 过 接口 引入 质谱 仪 中 。 等 离子 体 中 产生 的 离子 
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根据 其 质 荷 比 (m/z) 来 分 类 ,并 且 用 通道 电子 倍增 器 (由 US EPA 公 开 的 方法 6020pb 电 感 耦 合 
等 离子 体质 谱 ) 来 定量 。 
[0289] ”用 标准 培养 基 鳃 育 的 BEF 细 胞 仅 含 有 8.36ng 铁 /g 细 胞 ,而 在 如 上 文 描述 的 补充 有 
七 水 合 硫酸 亚 铁 的 培养 基 中 孵育 细胞 ,产生 了 含有 25.11lug 铁 /g 细 胞 的 细胞 ,增加 了 约 3 倍 。 
[0290] ”实施 例 3 : 氟 铅 腕 素 的 摄取 

[0291] ”使 用 氰 钻 胺 素 用 于 使 牛 来 源 的 细胞 着 色 
[0292] AR (Cbl) 是 一 种 水 溶性 维生素 B12, 其 具有 红色 。 如 上 文 关 于 8B- 胡 葛 卜 素描 
述 的 ,检查 了 BEF 细 胞 对 三 种 浓度 的 氟 钴 胺 素 的 摄取 :1000hg/ml、100ng/1 和 10ug]ml ,并 且 
贱 育 时 间 为 24h。 

[0293] “” 当 暴露 于 1000ug/ml 的 高 浓度 时 ,细胞 被 着 色 成 红 -粉红 色 (图 3) 。 在 100ng/ml 和 10 
ug/ml , 牛 细胞 颜色 没有 视觉 变化 。 

[0294] ”使 用 氟 钴 胺 素 用 于 富 集 牛 来 源 的 细胞 

[0295] ”将 充分 汇合 的 BEF 细 胞 与 在 标准 培养 基 (DMEM 高 和 葡萄糖 10% FCS, 1% FERA EE 
素 ) 中 最 终 浓 度 为 13.3mg/ml、6.67mg/ml、3.33mg/ml 和 1.67mg/ml 的 维生素 B12 (ARA, 
Sigma, 目 录 #V2876) 在 38C ,5%C0; 孵 育 。 

[0296] ”然后 通过 胰 和 蛋白 酶 化 收获 细胞 ,并 且 用 PBS 将 沉淀 物 洗 涤 三 次 。 取 决 于 维生素 B12 
的 浓度 ,细胞 沉淀 物 的 颜色 为 不 同 强度 的 红 -粉红 色 。 将 12.8*10 个 细胞 ( 重 764mg) 转移 以 
如 上 文 描 述 的 HPLC 方 法 进行 分 析 。 通 过 将 样品 与 参考 物 维生素 B12 进 行 比较 ,对 细胞 中 维 生 
素 B12 的 量 进行 定量 。 
[0297] ”如 表 3 中 可 以 看 到 的 ,向 细胞 施加 1.67mg/ml、3.33mg/ml、6.67mg/ml 和 13.3mg/ml 
的 维生素 B12 导致 线性 摄取 。 

[0298] ” 表 3: 维 生 素 B12 浓 度 


培养 基 中 维生素 B12 的 浓 
z 细胞 
J: (mg/ml) ee 
AT 1.67 104.0 
3.33 417 
6.67 851 
13.33 1102 


[0300] ”实施 例 4: 使 用 锌 用 于 富 集 牛 来 源 的 细胞 

[0301] ”将 包含 充分 汇合 的 BEF 和 BEM 细 胞 (大 多 数 是 BEF 细 胞 ) 的 混合 物 与 溶解 在 标准 培养 
基 (DMEM 高 葡萄 糖 ,10%FCS ,1%% 青 霉 素 - 链 霉 素 ) 中 至 最 终 浓度 为 100pM (1 3ug /m1) 的 氯 化 锌 
(Sigma, 目录 #Z0152) 在 38'C ,5%C0, 孵 育 持续 72 小 时 。 然 后 通过 胰 和 蛋白 酶 化 收获 细胞 ,并且 
用 PBS 将 沉淀 物 洗涤 三 次 .将 17.8*10 个 细胞 ( 重 1200mg) 通过 使 用 IPC-MS 方 法 来 分 析 。 
[0302] ”在 未 补充 有 握 化 锌 的 标准 培养 基 中 钱 育 的 细胞 仅 含有 8.5ug 锌 /gr 细胞 ,向 细胞 施 
加 100uM 握 化 锌 导致 30.44ug 锌 /gr 细胞 的 摄取 , 即 增加 约 3.6 倍 。 

[0303] ”实施 例 5: 。3 和 w9 

[0304] ”将 顺 式 -4,7,10,13,16,19- 二 十 二 碳 六 烯 酸 DHA, Sigma D2534) 和 反 油 酸 
(Caymen chemicals ,目录 #90250) 溶解 在 标准 培养 基 (DMEM AI E Ma» 10% FCS, 1% FER- 
链 霉 素 ) 中 至 最 终 浓度 为 50nM。 
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[0305] ”将 BEF 细 胞 接种 在 6 孔 板 中 ,50,000 个 细胞 / 孔 ,并 且 在 38C ,5%C0, 孵 育 。 第 二 天 ， 
在 细胞 粘 附 平 板 表 面 之 后 ,向 细 胞 添加 含有 反 油 酸 和 DHA 的 培养 基 。 用 标准 培养 基 孵 育 的 细 
胞 仅 用 作对 照 ,培养 基 每 隔 一 天 更 换 一 次 ,持续 6 天 ,在 测定 结束 时 ,将 细胞 用 pH 二 7.4 的 PBS 
洗涤 ,并 且 用 pH=7.4 的 甲醛 4% 组 冲 液 固定 持续 20nin。 将 孔 用 大 体积 的 pH=7.4 的 PBS 洗 涤 
三 次 。 将 油 红 0 (Sigma 01391) 工作 溶液 添加 到 每 个 孔 中 持续 15min。 将 孔 用 大 体积 的 dH,0 洗 
涤 三 次 。 

[0306] ”如 图 4 中 可 以 看 到 的 ,用 含有 反 油 酸 和 DHA (比例 为 1:1) 的 培养 基 处 理 的 细胞 开始 
在 细胞 中 积累 脂 滴 。 

[0307] ” 半 定 量 地 测量 油 红 0 染色 , 油 红 0 染色 用 100% 异 丙 醇 提取 持续 5min。 在 492nm 的 波 
长 处 测量 吸光 度 。 用 反 油 酸 和 DHA 的 组 合 观 察 到 显著 的 染色 (0D 492 吸 光度 为 0.1207, 相 比 
于 对 照 为 0.0352) 。 

[0308] ”实施 例 6: 番 匣 红 素 摄取 

[0309] ”在 一 个 实验 中 ,将 充分 汇合 的 BEF 细 胞 与 在 标准 培养 基 (DMEM 高 和 葡萄糖 ,10%FCS ， 
1% 青 霉 素 - 链 霉 素 ) 中 的 最 终 浓 度 为 0.11mg/ml 的 Redivivo (番茄 红 素 ) 10%CWS/S-TG (DSM, 
目录 #5003792004) 在 38'C ,5%C0, 孵 育 持续 24 小 时 。 

[0310] ”然后 通过 胰 蛋 白 酶 化 收获 细胞 ,并且 用 PBS 将 沉淀 物 洗 涤 三 次 。 细 胞 沉淀 物 颜色 为 
黄色 。 用 UPLC 方 法 分 析 13*10" 个 细胞 ( 重 147mg) 。 通 过 将 样品 与 参考 物 Redivivo (番茄 红 素 ) 
10%CWS/S-TG 进 行 比较 ,对 细胞 中 的 类 胡萝卜 素 量 进行 定量 。 
[0311] 向 细胞 施加 0.1lmg/ml 番 茹 红 素 导致 10ug 番 熙 红 素 /gr 细胞 的 摄取 ,如 在 下 表 4 中 
可 以 看 到 的 。 
[0312] ”在 另外 的 实验 中 ,将 充分 汇合 的 BEM 细 胞 与 在 标准 培养 基 (DMEM 高 和 葡萄糖 20% 
FCS, 1% EA Be 中 最 终 浓 度 为 0.002mg/ml 的 Resolute Ruby ALycored (目录 # 
400280 , 可 溶性 番茄 红 素 在 水 中 的 另 一 种 配制 物 ) 在 38C ,5%C0, 孵 育 持 续 24 小 时 。 

[0313] ”然后 通过 胰 和 蛋白酶 化 收获 细胞 ， 并 且 用 PBS 将 沉淀 物 洗涤 三 次 。 细胞 沉淀 物 颜 色 为 
暗 红 色 。 用 UPLC 方 法 分 析 13*105 个 细胞 ( 重 160mg) 。 通 过 将 样品 与 参考 物 Resolute Ruby 
ALycored 进 行 比较 ,对 细胞 中 的 类 胡 莹 卜 素 的 量 进行 定量 。 
[0314] ”如 表 4 中 可 以 看 到 的 ,向 细胞 施加 0.002mg/ml 番 匣 红 素 导 致 30ng 番 闸 红 素 /gr 细 胞 
的 摄取 。 

[0315] “番茄 红 素 的 膳食 摄 入 量 取 决 于 研究 人 群 而 极 大 地 变化 .意大利 人 平均 每 天 消耗 
14.3mg 的 总 类 胡 葛 小 素 (Lucarini 等 人 .2006) 。 在 美国 ,番茄 红 素 的 典型 膳食 摄 入 量 为 约 每 
天 2 毫克 -5 毫克 (mg) (Krinsky 和 Johnson ,2005) 。 

[0316] ”实施 例 7: 角 黄 素 摄取 

[0317] ”将 充分 汇合 的 BEF 和 BEM 细 胞 的 混合 物 与 在 标准 培养 基 (DMEM 高 葡萄 糖 ,10%FCS， 
1% 青 霉 素 - 链 霉 素 ) 中 最 终 浓度 为 1.1mg/ml 的 角 黄 素 10%CWS/S (目录 #5005256004) 在 38 
C,5%C0, 孵 育 持续 24 小 时 。 

[0318] ”然后 通过 胰 蛋 白 酶 化 收获 细胞 ,并且 用 PBS 将 沉淀 物 洗涤 三 次 。 细 胞 沉淀 物 颜色 为 
红 橙 色 . 用 UPLC 方 法 分 析 20*10 "个 细胞 ( 重 855mg) 。 通 过 将 样品 与 参考 物 角 黄 素 10% CWS/S 
进行 比较 ,对 细胞 中 的 类 胡 葛 卜 素 量 进行 定量 。 
[0319] ”向 细 胞 施加 1.lmg/m1 角 黄 素 导致 420hg 角 黄 素 /gr 细 胞 的 摄取 ,如 在 表 4 中 可 以 看 


2i 


CN 113038841 A 说 明 + 24/25 页 


到 的 。 

[0320] ”根据 FDA 公 布 的 批准 用 于 人 类 食品 的 颜色 添加 剂 ,第 73 部 分 , 子 部 分 A: 不 受 批 次 认 
证 限制 的 颜色 添加 剂 ,每 千克 固体 或 半 固 体 食 品 或 每 品 脱 液体 食品 不 超过 66mg 角 黄 素 。 
[0321] ” 表 4: 在 BEF 和 BEM 细 胞 摄取 之 前 和 之 后 胡 葛 卜 素 营养 素 的 浓度 


a 培养 基 中 营养素 培养 基 中 纯 营养 素 细胞 中 纯 营 养 素 的 浓度 
营养 素 混合 物 的 浓度 的 浓度 l Ea bapi 
(mg/ml) 深度 (mg/ml) | (hg 营养 素 /gr 细胞 ) 
[0322] 角 黄 素 10 1.1 420 
Lycored RubyA | 10 0.002 | 30 
Redivivo l 0.11 10 
BAF TĚ l 0.11 200 


[03233] ”实施 例 8: 使 用 酵母 提取 物 用 于 富 集 牛 来 源 的 细胞 味道 

[0324] ”将 充分 汇合 的 BEF 细 胞 与 溶解 在 标准 培养 基 DOMEM 高 葡萄 糖 ,10%FCS ,1%% 青 霉 素 - 
EER) 中 至 最 终 浓 度 分 别 为 0.5% 或 2% 的 酵母 提取 物 在 38'C ,5%C0, 孵 育 持 续 24 小 时 。 检 
查 了 三 种 类 型 的 酵母 提取 物 : 含 有 高 谷 氨 酸 酵母 提取 物 的 酵母 提取 物 ,例如 Springer 目 录 
号 4101/0-PW-L 及 其 等 同 物 ;含有 基础 酵母 提取 物 的 酵母 提取 物 , 例 如 Springer 目 录 号 04/ 
02/20-MG 及 其 等 同 物 ; 和 含有 高 I+6 酵 母 提取 物 的 酵母 提取 物 , 例 如 Springer 目 录 号 2012/ 
20-MG-L AF 及 其 等 同 物 。 

[0325] ”然后 通过 胰 和 蛋白 酶 化 收获 细胞 ,并 且 用 PBS 将 沉淀 物 洗涤 三 次 ,通过 电子 鼻 和 电子 
舌 分 析 细 胞 沉淀 物 ,并 且 与 对 照 (不 含 酵母 提取 物 ) 进行 比较 。 

[0326] ”人造 舌 通常 依赖 于 测量 由 目标 分 子 与 受 体 反 应 引起 的 电势 或 电流 的 变化 。 因 此 ， 

这 些 设备 通常 被 称 为 电子 舌 (electronic tongue) 或 电子 天 (e-tongue) ,并 且 以 与 天 然 舌 
类 似 的 方式 工作 .人造 舌 可 以 感知 :苦味 、 酸 味 、 成 味 、 鲜 味 (umami) ( 鲜 味 (savory) ) 和 甜 味 。 
示例 性 的 味觉 传感器 是 商业 化 的 味觉 传 感 系统 SA402B 和 TS-5000Z (Kiyoshi 
Toko.2012.Nature486:S18-S19 doi:10.1038/486S18a) 。 

[0327] ”电子 鼻 被 设计 成 在 仪器 内 模拟 哺乳 动物 的 嗅觉 系统 ,该 仪器 被 设计 成 获得 可 重复 
的 测量 结果 ,允许 识别 和 分 类 芳香 混合 物 。 电 子 鼻 系统 通常 由 多 传感器 阵列 、 信 息 处 理 单 
元 一 人 工 神 经 网 络 (ANN) 、 带 有 数字 模式 识别 算法 的 软件 和 参考 图 书馆 数据 库 组 成 ,已 经 开 
发 了 数 百 种 不 同 的 人 工 鼻 设备 原型 (参见 ,例如 Wilson AD 和 Baietto M.2009.Sensors 9: 
5099-5148;doi:10.3390/s90705099) 。 

[0328] ”实施 例 9: 维 生 素 B12、 角 黄 素 和 番茄 红 素 组 合 的 摄取 

[0329] ”在 一 个 实验 中 ,制备 了 维生素 B12 (Sigma, E| 328V2876) ; 角 黄 素 10%CWS/S (目录 # 
5005256004) ; 和 番茄 红 素 Resolute Ruby A (Lycored ,目录 #400280) 在 纯 水 中 的 混合 物 , 最 
终 浓度 如 下 表 5 中 呈现 的 ,根据 由 美国 肉 类 科学 协会 (American Meat Science 
Association) 出 版 的 指南 ,通过 色 度 计 测 量 补充 剂 混合 物 的 颜色 的 L#a#kb# 参 数 。 将 参数 与 
肉 类 切片 的 Lxaxb* 值 进行 比较 ,并 且 发 现 是 相当 的 ( 表 6) 。 

[330] ” 表 5: 着 色 剂 混合 物 浓度 
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样品 编号 /浓度 | Redivivo 角 黄 素 维生素 B12 Resolute Ruby A 
(mg/ml) 
[0331] 1 0.9 3.5 0.5 - 
0.35 1.75 4.6 š 
3 - 1.75 0.5 l 


[0332] ” 表 6: 补充 剂 混合 物 和 新 鲜 肉 类 切片 的 颜色 比较 


[0333] 样品 L* ax b* Cx h 
Sinta 切 片 33.87 21.61 11.35 24.41 27.67 
牛 肩 36.23 24.30 14.19 28.15 30.25 
牛排 ( 肋 排 ) 41.43 21.26 14.92 25.99 35.11 
样品 1 30.70 29.57 21.73 36.69 36.32 
样品 2 23.60 22:22 11.34 24.94 27.03 
样品 3 27.79 24.49 17.99 30.38 36.30 


[0334] ”将 充分 汇合 的 BEF 细 胞 与 上 文 描 


时 。 


[0335] ”然后 通过 胰 和 蛋白 酶 化 收获 细胞 ,并 且 用 PBS 将 沉淀 物 洗涤 三 
akb*# 或 L#C#h 参 数 来 分 析 细 胞 沉 省 物 颜 
[0336] ”在 男 一 个 实验 中 ， 


色 


jo 


述 的 补充 剂 混合 物 在 38'C , 5% C0, i A F24 


次 ,通过 色 度 计 设置 Lx 


制备 含有 维生素 B12 (Sigma ,目录 #V2876) ; 角 黄 素 10%CWS/S( 目 


录 #5005256004) ;Redivivo ji %10%CWS/S-TG (目录 #5003792004) 在 纯 水 中 的 补充 剂 


(维生素 B12、 角 黄 素 和 番茄 红 


进行 比较 。 


[0337] ”将 充分 汇合 的 BEF 细 胞 与 上 文 描 i 


混合 物 至 最 终 浓 度 分 别 为 0.5mg/ml、3.5mg/ml、0.9mg/ml。 通 过 色 度 计 测 量 营 养 素 的 混合 物 
素 ) 的 颜色 的 Lxax*b* 参 数 ,将 参数 与 来 自 瘦 肉 切片 的 Lxax*bx* 值 


述 的 补充 剂 混合 物 在 38'C ,5%C0, 孵 育 持续 24 小 


时 。 然 后 通过 胰 和 蛋白 酶 化 收获 细胞 ,并 且 用 PBS 将 沉 演 物 洗涤 三 次 。 通 i 过 UPLC 方 法 和 /或 通过 


色 度 计 设 置 Lxaxb* 或 Lx*Cx*h 参 数 来 分 析 细 胞 沉 


[0338] ”具体 实施 方案 的 前 述 描 
通过 应 用 当前 的 知识 容易 地 修改 和 /或 调整 这 样 


述 将 如 此 完全 


元 演 物 颜色 。 


度 的 实验 并 且 不 脱离 一 般 概念 ,并 且 因 此 ,这 样 的 调 
实施 方案 的 等 效 物 的 含义 和 范围 内 ,1 


限制 性 的 目的 .用 于 实施 多 种 公开 的 功 角 


而 不 脱离 本 发 明 。 
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揭示 本 发 明 的 一 般 本 质 ,以 致 其 他 人 可 以 
的 具体 实施 方案 用 于 多 种 应 用 ,而 没有 过 


整 和 修改 应 当 且 意图 被 包含 在 公开 的 


谱 当 理解 ,本 文中 采用 的 措辞 或 术语 是 为 了 描述 而 非 
上 的 手段 、 材 料 和 步骤 可 以 采取 多 种 可 选择 的 形式 
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